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ABSTRACT
ELECTROIMMUNOASSAY: A NEW COMPETITIVE PROTEIN BINDING 
ASSAY USING ANTIBODY SELECTIVE ELECTRODES 
G e o r g e  Raymond C o n n e l l  
O ld  D o m i n i o n  U n i v e r s i t y  
D i r e c t o r s :  D r .  Roy L. W i l l i a m s  and  D r .  K e n t o n  M. S a n d e r s
The  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  w as  t o  u t i l i z e  t h e  c o n c e p t  
o f  a n t i b o d y  s e l e c t i v e  e l e c t r o d e s  t o  d e v e l o p e  a  n e w  
c o m p e t i t i v e  p r o t e i n  b i n d i n g  a s s a y .  T h i s  i s  a  new c o n c e p t  
a n d  a p o t e n t i a l l y  i m p o r t a n t  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e  b e c a u s e  
i t  c o m b i n e s  t h e  a d v a n t a g e s  o f  R IA  ( s e n s i t i v i t y  a n d  
s e l e c t i v i t y )  w i t h  t h e  a d v a n t a g e s  o f  e l e c t r i c a l  a s s a y s  
( s p e e d  a n d  lo w  c o s t ) .  A c o n j u g a t e  o f  PGE2 and  d i b e n z o - 1 8 -  
c r o w n - 6  (a  c a t i o n  s e l e c t i v e  i o n o p h o r e )  w a s  s y n t h e s i z e d ,  
a n d  i n c o r p o r a t e d  i n t o  a  p l a s t i c  m e m b r a n e .  The  i o n o p h o r e  
c o n j u g a t e  i n c r e a s e d  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  a  p o l y v i n y l  
c h l o r i d e  (P V C )  m e m b r a n e  t o  m o n o v a l e n t  c a t i o n s .  
T r a n s m e m b r a n e  p o t e n t i a l  w as  a l t e r e d  by  a n t i - P G E 2 a n t i s e r a  
i n  a c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n t  m a n n e r ,  w h e r e a s  n o n - i m m u n e  
s e r u m  w a s  i n e f f e c t i v e .  The  e f f e c t  o f  a n t i - P G E 2 a n t i b o d i e s  
o n  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  w a s  r e v e r s i b l e .  T h e r e f o r e ,  t h i s  
a n t i b o d y  e l e c t r o d e  w a s  c o n s i d e r e d  a s  a  p o s s i b l e  t o o l  t o  
a s s a y  p r o s t a g l a n d i n s .  An e f f e c t i v e  a n t i b o d y  
c o n c e n t r a t i o n  w a s  c h o s e n  a n d  P G E 2 w a s  a d d e d  t o  t h e  
a n t i b o d y  s o l u t i o n .  " F r e e "  PGE2 c o m p e t e d  w i t h  t h e  m e m b r a n e  
b o u n d  PGE2 a n d  r e d u c e d  t h e  e f f e c t  o f  t h e  a n t i b o d y  a s  a 
f u n c t i o n  o f  " f r e e "  PGE2 c o n c e n t r a t i o n .  S t a n d a r d  c u r v e s  
w e r e  g e n e r a t e d  t h a t  c o u l d  b e  u s e d  t o  q u a n t i t a t e  u n k n o w n  
q u a n t i t i e s  o f  P G E 2 i n  s o l u t i o n .  T h e  a s s a y  s y s t e m  
d e m o n s t r a t e d  s p e c i f i c i t y  t o w a r d  p r o s t a g l a n d i n s  o f  t h e  E 
s e r i e s .  M e c h a n i s m s  p o s s i b l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  e f f e c t  o f  
a n t i b o d i e s  on  m e m b ra n e  p o t e n t i a l  a r e  d i s c u s s e d .
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INTRODUCTION
The  d e v e l o p m e n t  o f  p r a c t i c a l  m e a n s  o f  m e a s u r i n g  m i n u t e  
s a m p l e s  o f  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  c o m p o u n d s  i s  i m p o r t a n t  t o  
e n d o c r i n o l o g i s t s ,  c l i n i c a l  c h e m i s t s ,  p h y s i o l o g i s t s  a n d  
i n d u s t r i a l  b i o l o g i s t s .  A p p r o p r i a t e  a s s a y s  s h o u l d  b e  f a s t ,  
a c c u r a t e ,  a n d  i n e x p e n s i v e .
M as s  S p e c t r o m e t r y
A v e r y  s e n s i t i v e  a n a l y t i c a l  i n s t r u m e n t ,  t h e  m a s s  
s p e c t r o m e t e r ,  i s  a b l e  t o  d e t e c t  e x t r e m e l y  s m a l l  a m o u n t s  o f  
o r g a n i c  c o m p o u n d s  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s ,  a n d  w h e n  u s e d  i n  
c o n j u n c t i o n  w i t h  a  g a s  c h r o m a t o g r a p h  t o  s e p a r a t e  d i f f e r e n t  
c o m p o u n d s  i n  a  m i x t u r e ,  i t  i s  o f  g r e a t  v a l u e ( l ) .  T h e  m a i n  
d r a w b a c k s  t o  t h e  a d a p t a t i o n  o f  t h e  m a s s  s p e c t r o m e t e r  f o r  
g e n e r a l  u s e  i n  b i o l o g i c a l  l a b o r a t o r i e s  a r e  i )  t h e  c o s t  o f  
t h e  i n s t r u m e n t ,  i i )  m a n y  o f  t h e  c o m p o u n d s  o f  i n t e r e s t  t o  
b i o l o g i s t s  a r e  c o m p o u n d s  w i t h  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o m p o s e d  
o f  r e p e t i t i v e  s u b u n i t s  m a k i n g  f r a g m e n t a t i o n  a n a l y s i s  
d i f f i c u l t ;  i i i )  s a m p l e s  w h i c h  a r e  n o t  v o l a t i l e  m u s t  b e  
d e r i v a t i z e d  b e f o r e  a n a l y s i s  c a n  b e  a c h i e v e d .  F a s t  a t o m
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b o m b a r d m e n t  (FAB), c u r r e n t l y  t h e  s t a t e  o f  t h e  a r t  t e c h n i q u e ,  
a l l o w s  t h e  d e t e c t i o n  o f  m o l e c u l a r  i o n s  o f  h i g h  m o l e c u l a r  
w e i g h t  c o m p o u n d s  ( 2 ) .  T h i s  m e t h o d  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  
m o l e c u l a r  i o n  o f  a com pound  I  s y n t h e s i z e d  f o r  t h i s  p r o j e c t  
a n d  p r o v i d e d  i n f o r m a t i o n  u n a t t a i n a b l e  by  o t h e r  m e t h o d s .
H i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y
H i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (HPLC) c a n  a l s o  
b e  u s e d  t o  m e a s u r e  s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  c o m p o u n d s ( 3 ) .  T h e  
HPLC c o n s i s t s  o f  a  h y d r a u l i c  p um p ,  c o l u m n  a n d  d e t e c t o r .  The  
s e p a r a t i o n  o f  c o m p o u n d s  i s  a c h i e v e d  o n  t h e  c o l u m n  t h r o u g h  
w h i c h  t h e  m i x t u r e  o f  c o m p o u n d s  i s  p a s s e d  a l o n g  w i t h  s u i t a b l e  
s o l v e n t s .  As w i t h  o t h e r  t y p e s  o f  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  t h e  
c h e m i c a l  a s p e c t s  o f  t h e  c o m p o u n d s  s e p a r a t e d  i n f l u e n c e  t h e i r  
a s s o c i a t i o n  w i t h  e i t h e r  t h e  c o l u m n  m a t e r i a l  o r  t h e  s o l v e n t s .  
T h e  a d v a n t a g e s  o f  HPLC a r e :  i )  a  r e f i n e d  HPLC s y s t e m  c a n
d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  c o m p o u n d s  w i t h  r e l a t e d  s t r u c t u r e ,  a n d  
i i )  i t  i s  e a s i l y  a d a p t e d  t o  a u t o m a t e d  a n a l y s i s .  T h e  
d i s a d v a n t a g e s  i n c l u d e :  i )  t h e  a p p a r a t u s  i s  e x p e n s i v e  t o
o p e r a t e ,  i i )  s a m p l e s  may r e q u i r e  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  t o  
a t t a c h  d e t e c t a b l e  l a b e l s ,  i i i )  s t a n d a r d s  m u s t  b e  u s e d  i n
2
Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
o r d e r  t o  c o m p a r e  t h e i r  r e t e n t i o n  t i m e s  w i t h  t h e  r e t e n t i o n  
t i m e s  o f  u n k now n  s a m p l e s .
B i o a s s a y
B i o a s s a y  i s  a n o t h e r  m e t h o d  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  m a t e r i a l s .  L i v i n g  
t i s s u e  i s  u s e d  t o  q u a n t i t a t e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a 
b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  s u b s t a n c e  b y  m e a s u r i n g  a s p e c i f i c  
b i o l o g i c a l  r e s p o n s e .  S t a n d a r d  c u r v e s  a r e  g e n e r a t e d  b y  
r e c o r d i n g  t h e  b i o l o g i c a l  r e s p o n s e  a s  a f u n c t i o n  o f  s t a n d a r d  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  c o m p o u n d  t o  b e  a s s a y e d .  T h e n  t h e  
t i s s u e  i s  t r e a t e d  w i t h  u n k n o w n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  s a m e  
c o m p o u n d  a n d  r e s p o n s e s  a r e  u s e d  t o  " s o l v e "  t h e  f u n c t i o n  t h a t  
b e s t  m o d e l s  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  (4 ) .  D r a w b a c k s  t o  t h i s  t y p e  
o f  a s s a y  a r e :  i )  o t h e r  a g e n t s  i n  t h e  u n k n o w n  s a m p l e  m a y  
h a v e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  w h i c h  may l e a d  t o  s p u r i o u s  r e s u l t s ;  
i i )  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  a n  a s s a y  t h e  t i s s u e  m a y  b e c o m e  
l e s s  r e s p o n s i v e ;  i i i )  t a c h y p h y l a x i s  o r  d e s e n s i t i z a t i o n  o f  
t h e  r e c e p t o r s  o f  t h e  a s s a y  t i s s u e  m a y  g i v e  v a l u e s  f r o m  t h e  
s t a n d a r d  c u r v e  t h a t  may u n d e r e s t i m a t e  a c t u a l  c o n c e n t r a t i o n s  
i n  t h e  t e s t e d  s o l u t i o n s .
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T h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  m e t h o d  f o r  d e t e c t i o n  o f  s m a l l  
q u a n t i t i e s  o f  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  c o m p o u n d s  i s  
r a d i o i m m u n o a s s a y  (RIA).  I t  i s  a p p l i c a b l e  t o  m any  a n a l y t i c a l  
p r o b l e m s  b e c a u s e  i t  c o m b i n e s  b o t h  s e n s i t i v i t y  ( s m a l l  
q u a n t i t i e s  c a n  b e  d e t e c t e d )  a n d  s e l e c t i v i t y  ( c o m p o u n d s  o f  
s i m i l a r  s t r u c t u r e  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d ) .  R a d i o i m m u n o a s s a y  
i s  a  t y p e  o f  c o m p e t i t i v e  p r o t e i n  b i n d i n g  a s s a y .  I n  t h e s e  
a s s a y s  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  m o l e c u l e s  [ * A ]  a n d  n o n  
l a b e l l e d  m o l e c u l e s  [A] o f  i d e n t i c a l  s t r u c t u r e  e x c e p t  f o r  t h e  
l a b e l  a r e  a l l o w e d  t o  r e a c t  w i t h  a  s p e c i f i c  b i n d i n g  p r o t e i n  
u n t i l  e q u i l i b r i u m  i s  r e a c h e d .  I d e a l l y  t h e  b i n d i n g  p r o t e i n  
h a s  e q u a l  a n d  h i g h  a f f i n i t y  f o r  [*A] a n d  (A] .  T h e r e f o r e  [A] 
a n d  [*A ]  c o m p e t e  f o r  t h e  b i n d i n g  s i t e s  o f  t h e  p r o t e i n .  A t  
e q u i l i b r i u m  b o u n d  a n d  f r e e  [*A] a r e  s e p a r a t e d  f r o m  e a c h  
o t h e r ,  a n d  e i t h e r  b o u n d  o r  f r e e  a r e  c o u n t e d ,  g i v i n g  a 
q u a n t i t a t i v e  m e a s u r m e n t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b o u n d  [ A ] .
I n  o r d e r  t o  m e a s u r e  unknow n  s a m p l e s  t h a t  c o n t a i n  [ A ] ,  a 
c a l i b r a t i o n  p l o t  i s  g e n e r a t e d  b y  p l o t t i n g  b o u n d  [*A] a s  a 
f u n c t i o n  o f  [ A ]  c o n c e n t r a t i o n .  To a s e r i e s  o f  t u b e s  
c o n t a i n i n g  a  f i x e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  [*A] a n d  b i n d i n g
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p r o t e i n ,  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  [A] a r e  a d d e d .  The  f r e e ,  
u n l a b e l l e d  [A] c o m p e t e s  w i t h  [*A] f o r  b i n d i n g  s i t e s .  T h e  
m o r e  [A] p r e s e n t ,  t h e  l e s s  [ * A ] i s  b o u n d  t o  t h e  p r o t e i n .  
U n k n o w n  q u a n t i t i e s  o f  [A] i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  c a n  b e  
d e t e r m i n e d  b y  a d d i n g  a  known a m o u n t  o f  a n t i b o d y  a n d  [*A] t o  
t h e  u n k n o w n  b i o l o g i c a l  s a m p l e  a n d  c o u n t i n g  t h e  bo u n d  c o u n t s .  
T h e  b o u n d  [ A] v a l u e s  c a n  b e  u s e d  t o  s o l v e  t h e  s t a n d a r d  
c u r v e  a n d  d e t e r m i n e  w h a t  a m o u n t  o f  [A] m u s t  b e  p r e s e n t  t o  
y i e l d  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  d e g r e e  o f  [ * A ]  
b i n d i n g  (5) .
T h e  s e n s i t i v e t y  a n d  s e l e c t i v e t y  o f  a n  RIA i s  d e p e n d e n t  
o n  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  a n t i b o d y .  A g o o d  a n t i b o d y  m u s t  h a v e  
h i g h  a f f i n i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  t o w a r d  t h e  c o m p o u n d  t o  b e  
a s s a y e d .  T h e  a f f i n i t y  i s  i m p o r t a n t  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  o v e r  w h i c h  t h e  a s s a y  i s  s e n s i t i v e .  
A n t i b o d i e s  w i t h  h i g h  a f f i n i t y  c a n  b e  s a t u r a t e d  w i t h  l o w  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  c o m p o u n d .  T h e r e f o r e ,  l a b e l l e d  
c o m p o u n d  c a n  b e  d i s p l a c e d  b y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  
u n l a b e l l e d  c o m p o u n d  t o  b e  m e a s u r e d .
I n  m o s t  c a s e s  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  p r o d u c e  a n t i b o d i e s  
t o  c o m p o u n d s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  l e s s  t h a n  5 , 0 0 0 - 1 0 , 0 0 0  
u n l e s s  t h e y  a r e  c o v a l e n t l y  c o n j u g a t e d  w i t h  i m m u n o g e n i c
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m o l e c u l e s ( 6 ) .  T h e  c o m p o u n d  o f  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  f o r  
w h i c h  a n  a n t i b o d y  i s  d e s i r e d  i s  c a l l e d  a  h a p t e n .  The  h a p t e n  
i s  c o u p l e d  t o  a n  i m m u n o g e n i c  c o m p o u n d  t o  p r o d u c e  a n  
a n t i g e n i c  h a p t e n - c a r r i e r  c o n j u g a t e .
T h e  d e s i g n  o f  a n t i g e n i c  h a p t e n - c a r r i e r  c o n j u g a t e s  
i n v o l v e s  t h e  s e l e c t i o n  o f  a  s u i t a b l e  im m u n o g e n i c  m o l e c u l e  t o  
a t t a c h  t o  t h e  h a p t e n .  I t  i s  a l s o  n e c e s s a r y  t o  d e t e r m i n e  t h e  
p o i n t  o f  a t t a c h m e n t  r e q u i r e d  t o  y i e l d  a  c o n j u g a t e  t h a t  w i l l  
p r o d u c e  t h e  b e s t  p o s s i b l e  a n t i b o d y .  T h e  i m m u n o g e n i c  
com p o u n d  i s  u s u a l l y  a  p r o t e i n .  The p r o t e i n s  u s u a l l y  c h o s e n  
f o r  c o n j u g a t i o n  a r e  r i b o n u c l e a s e  A MW 1 4 , 0 0 0 ,  t o b a c c o  m o s a i c  
v i r a l  p r o t e i n  MW 1 7 , 5 0 0 ,  l y s o z y m e  MW 1 4 , 0 0 0 ,  e g g  a l b u m i n  MW 
4 0 , 0 0 0 ,  s e r u m  a l b u m i n  MW 7 0 , 0 0 0 ,  t h y r o g l o b u l i n  MW 6 6 9 , 0 0 0 .  
A l l  o f  t h e s e  m o l e c u l e s  a r e  e x c e l l e n t  a n t i g e n s  ( c h e m i c a l l y  
c o m p l e x  m a c r o m o l e c u e s  t h a t  a r e  s o l u b l e  i n  b u t  f o r e i g n  t o  t h e  
b o d y  f l u i d s  o f  t h e  a n i m a l  t o  t o  b e  i m m u n i  z e d )  ( 7 ) .  
G e n e r a l l y ,  t h e  g r e a t e r  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  t h e  m o r e  p o t e n t  
t h e  a n t i g e n .  The l a r g e r  t h e  m o l e c u l e ,  t h e  g r e a t e r  t h e  c h a n c e  
t h a t  i t  w i l l  h a v e  c h e m i c a l  c o m p l e x i t y ,  w h i c h  w i l l  b e  
r e c o g n i z e d  a s  a a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t .
The  i m m u n o g e n i c  c o n j u g a t e  i s  i n j e c t e d  i n t o  an  a n i m a l  t o  
p r o m o t e  a n t i b o d y  f o r m a t i o n .  A t  t h e  o p t i m a l  t i m e  a f t e r  t h e
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i m m u n o g e n i c  c h a l l e n g e ,  b l o o d  i s  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  a n i m a l  
a n d  t h e  i m m u n e  s e r u m  i s  h a r v e s t e d .  T h e  u s e f u l n e s s  o f  
a n t i s e r a  i s  e v a l u a t e d  b y  d e t e r m i n i n g  t h e  t i t e r ( n u m b e r  o f  
i m m u n e  m o l e c u l e s )  a n d  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  i m m u n e  b i n d i n g  
s i t e s .  T i t e r  i s  d e t e r m i n e d  by  t i t r a t i n g  a n t i b o d y  d i l u t i o n s  
w i t h  a  f i x e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  im m unogen  o r  h a p t e n .
T h e  a n t i b o d y  a f f i n i t y  c o n s t a n t  i s  d e t e r m i n e d  b y  a 
S c a t c h a r d  a n a l y s i s ,  w h i c h  p l o t s  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
b o u n d  a n d  u n b o u n d  a n t i g e n  a t  e q u i l i b r i u m .  T h e  h i g h e r  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  r a t i o  o f  b o u n d  a n t i g e n  t h e  h i g h e r  t h e  
a f f i n i n t y  o f  t h e  a n t i b o d y .  I n  a d d i t i o n  a n t i b o d i e s  w i t h  
h i g h  a f f i n i t y  h a v e  h i g h  s p e c i f i c i t y .  T h e  a f f i n i t y  i s  
e x p r e s s e d  a s  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t ,  w h i c h  i s  a 
m e a s u r e m e n t  o f  t h e  s t r e n g t h  o f  t h e  a n t i g e n  a n t i b o d y  
i n t e r a c t i o n  ( 8 ) .  An a n t i s e r a  w i t h  h i g h  t i t e r  a n d  h i g h  
a f f i n i t y  i s  m o s t  u s e f u l  i n  p e r f o r m i n g  RIA b e c a u s e  i )  d i l u t e  
s e r a  c a n  b e  u s e d  f o r  t h e  a s s a y  w h i c h  r e d u c e s  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e s ,  i i )  s e r a  w i t h  
h i g h  a f f i n i t y  c a n  b e  s a t u r a t e d  w i t h  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
l a b e l l e d  a n i t i g e n ,  i i i )  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n l a b e l l e d  
a n t i g e n  c a n  d i s p l a c e  t h e  b o u n d  l a b e l l e d  a n t i g e n  w h i c h  a l l o w s  
t h e  d e t e c t i o n  o f  e x t r e m e l y  lo w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a n t i g e n .
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W h i l e  RIA i s  a n  e x t r e m e l y  u s e f u l  a s  a  m e t h o d  t o  a s s a y  
l a r g e  n u m b e r s  o f  s a m p l e s ,  t h e r e  a r e  a  f e w  p r o b l e m s :  i)  t h e
p r e c e d u r e  f o r  a  s p e c i f i c  a s s a y  m a y  b e  t i m e  c o n s u m i n g  i i )  
t h i s  m e t h o d  i s  a l s o  d e p e n d e n t  o n  t h e  u s e  o f  r a d i o a c t i v e l y  
l a b e l l e d  c o m p o u n d s  w h i c h  a r e  e x p e n s i v e  a n d  r e q u i r e  s p e c i a l  
h a n d l i n g ,  i i i )  i n  m a n y  c a s e s  t h e  u s e  o f  R I A  i s  n o t  
p r a c t i c a l  u n l e s s  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s a m p l e s  a r e  r o u t i n e l y  
p r o c e s s e d  b e c a u s e  e a c h  t i m e  a n  a s s a y  i s  r u n  a  c a l i b r a t i o n  
p l o t  m u s t  b e  g e n e r a t e d ,  i v )  e q u i p m e n t  t o  p e r f o r m  RIA, w h i l e  
s t a n d a r d  i n  r e s e a r c h  l a b s ,  i s  e x p e n s i v e  t o  b u y .
E l e c t r i c a l  a s s a y
T h e  u s e  o f  a n  e l e c t r i c a l  m e t h o d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  
b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  c o m p o u n d s  h a s  s e v e r a l  a d v a n t a g e s ;  i )  
t h e  s p e e d  o f  e l e c t r i c a l  a n a l y s i s ,  i i )  i n  m o s t  c a s e s  
e l e c t r i c a l  m e t h o d s  a r e  i n e x p e n s i v e ,  r e q u i r i n g  l i t t l e  
e q u i p m e n t  a n d  f e w  s t a n d a r d  r e a g e n t s ,  i i i )  s a m p l e  
p r e p a r a t i o n  i s  m i n i m i z e d  b e c a u s e  m o s t  e l e c t r o d e s  a r e  a b l e  t o  
d e t e c t  t h e  d e s i r e d  a n a l y t e  i n  m i x t u r e s .
A l l  e l e c t r i c a l  m e t h o d s  m u s t  f u n c t i o n  b y  m e a s u r i n g  
c h a r g e  m o v e m e n t .  O f t e n  t h i s  i s  a c h i e v e d  b y  u s i n g  i o n
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s e l e c t i v e  e l e c t r o d e s  w h i c h  c o n t a i n  m e m b r a n e s  t h a t  a r e  
s e l e c t i v e l y  p e r m i a b l e  t o  a  s i n g l e  i o n  o r  a c l a s s  o f  i o n s .  
I f  t h e  i o n  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  m e m b r a n e  c a n  b e  c o u p l e d  i n  
s o m e  w a y  t o  a  s p e c i f i c  c h e m i c a l  r e a c t i o n  i n v o l v i n g  t h e  
b i o l o g i c a l  c o m p o u n d  t o  b e  a s s a y e d ,  t h e n  i t  i s  s o m e t i m e s  
p o s s i b l e  t o  m e a s u r e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  c o m p o u n d  a s  a  
f u n c t i o n  o f  t r a n s m e m b r a n e  p o t e n t i a l .
A m e m b r a n e  c a n  b e  m a d e  s e l e c t i v e l y  p e r m i a b l e  t o  a  
p a r t i c u l a r  i o n  b y  i n c o r p o r a t i n g  a n  i o n o p h o r e  i n t o  t h e  
m e m b r a n e .  I o n o p h o r e s  a r e  o r g a n i c  c o m p o u n d s  t h a t  a r e  a b l e  t o  
b i n d  i o n s .  T h e  g e n e r a l  s t r u c t u r a l  a s p e c t s  o f  t h e s e  
m o l e c u l e s  i s  a  h y d r o p h i l i c  i n t e r i o r  s u r r o u n d e d  b y  a 
h y d r o p h o b i c  e x t e r i o r .  T h u s ,  m any  i o n o p h o r e s  c a n  t r a n s p o r t  
i o n s  a c r o s s  h y d r o p h o b i c  m e m b r a n e s .  I n  m a n y  c a s e s  t h e  
s e l e c t i v i t y  o f  t h e  i o n s  w h i c h  a r e  b o u n d  by t h e s e  c o m p o u n d s  
i s  r e m a r k a b l e .  T h e y  a r e  u s e d  a s  t h e  a c t i v e  c o m p o n e n t s  o f  
i o n  s e l e c t i v e  e l e c t o d e s .  T h e  d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  c a t i o n  
s p e c i f i c  a n t i b i o t i c s  a r e  c y c 1 o d e p s i p e p t i d e s  , 
m a c r o t e t r o l i d e s ,  n i g e r i c i n - t y p e  a n t i b i o t i c s ,  a n d  m a c r o c y c l i c  
p o l y e t h e r s .  T h e  f o l l o w i n g  i s  a  s h o r t  d e s c r i p t i o n  o f  t h e s e  
i o n  c a r r i e r s .
V a l i n o m y c i n  i s  a m e m b e r  o f  t h e  c l a s s  c y c l o d e p s i p e p -
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t i d e .  I t  w a s  t h e  f i r s t  i o n o p h o r e  t o  b e  e x t e n s i v e l y  
s t u d i e d ,  a n d  f o r m s  c o m p l e x e s  w i t h  p o t a s ' s i u m .  N o n a c t i n ,  a 
m e m b e r  o f  t h e  a c t i n s ,  i s  a b l e  t o  f o r m  c o m p l e x e s  w i t h  
p o t a s s i u m .  M o n e s i n  i s  a  m e m b e r  o f  t h e  n i g e r i c i n  c l a s s  o f  
i o n o p h o r e s .  The  a b o v e  i o n o p h o r e s  a r e  a l l  n a t u r a l l y  o c c u r i n g  
a n t i b i o t i c s  w h i c h  a r e  i s o l a t e d  f r o m  p l a n t s .  T h e i r  
s i m i l a r i t i e s  i n c l u d e :  i )  e a c h  h a s  a  c o m p o s i t i o n  o f  s u b u n i t s
l i n k e d  b y  e s t e r  l i n k a g e s ,  a m i d e  l i n k a g e s ,  and  c a r b o n - c a r b o n  
b o n d s ,  i i )  t h e y  h a v e  c y c l i c  s t u c t u r e s ,  i i i )  t h e y  a r e  a b l e  
t o  f o r m  c o m p l e x e s  w i t h  c a t i o n s ,  i v )  t h e  c o m p l e x e s  f o r m e d  a r e  
g e n e r a l l y  t h e r m o d y n a m i c a l l y  s t a b l e ,  v )  t h e y  u n d e r g o  
s t e r e o c h e m i c a l  c h a n g e s  u p o n  c o m p l e x a t i o n ,  v i )  t h e y  h a v e  a 
h y d r o p h i l i c  i n t e r i o r  w h i c h  a l l o w s  t h e m  t o  c o m p l e x  t h e  
c a t i o n s ,  t h i s  i n t e r i o r  i n c l u d e s  o x y g e n s  w i t h  n o n - b o n d i n g  
e l e c t r o n s  w h i c h  i n t e r a c t  w i t h  c a t i o n s  v i i )  t h e  r e l a t i v e  
h y d r o p h o b i c  n a t u r e  o f  t h e i r  e x t e r i o r s  a l l o w s  t h e  t r a n s p o r t  
o f  i o n s  t h r o u g h  o r g a n o p h i l i c  m e d i u m s  i . e .  PVC m e m b r a n e s .  
T h e i r  d i f f e r e n c e s  i n c l u d e :  i )  t h e  n u m b e r  a n d  t y p e  o f
s u b u n i t s ,  i i )  t h e  i o n  m o s t  f a v o r a b l y  c o m p l e x e d ,  i i i )  m o n e s i n  
i s  a  c a r b o x y l i c  a c i d  w h i c h  c o o r d i n a t e s  c a t i o n s  i n  i t s  
a n i o n i c  s t a t e .  D i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 ,  a  m e m b e r  o f  t h e  
m a c r o c y c l i c  p o l y e t h e r s ,  i s  a l s o  a b l e  t o  c o m p l e x  c a t i o n s .  I t
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d i f f e r s  f r o m  t h e  o t h e r s  i n  t h a t :  i )  i t  i s  n o t  a  n a t u r a l
p r o d u c t ,  b u t  t h e  r e s u l t  o f  c h e m i c a l  s y n t h e s i s ,  i i )  i t s  
c a t i o n  b i n d i n g  r i n g  i s  c o m p o s e d  o f  r e p e a t i n g  e t h y l  u n i t s  
l i n k e d  b y  e t h e r  l i n k a g e s ,  i i i )  i t  d o e s  n o t  u n d e r g o  r a d i c a l  
c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  u p o n  c o m p l e x a t i o n .  The  s t r u c t u r e  o f  
d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  1 ( 9 ) .  T h i s  f i g u r e  
i n c l u d e s  s e v e r a l  d i f f e r e n t  v i e w s  o f  t h e  c o m p o u n d ;  t h e  
c h e m i c a l  f o r m u l a ,  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  u n c o m p l e x e d  
m o l e c u l e ,  a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  m o l e c u l e  c o m p l e x e d  w i t h  
N a B r • 2H20 .
G as  s e n s i t i v e  e l e c t r o d e s  h a v e  b e e n  u s e d  i n  c o m b i n a t i o n  
w i t h  e n z y m e  s y s t e m s  t o  d e t e r m i n e  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
c o m p o u n d s  t h a t  a r e  a b l e  t o  b e  e n z y m a t i c a l l y  c o n v e r t e d  a n d  
r e l e a s e  a m e a s u r a b l e  g a s .  An e x a m p l e  o f  t h i s  i s  t h e  u s e  o f  
a n  ammonium g a s  s e n s i t i v e  e l e c t r o d e  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  a 
s l i c e  o f  k i d n e y  t i s s u e  w i t h  a n  a c t i v e  u r e a  c y c l e  i . e .  ( t h e  
a b i l i t y  t o  d e a m i n a t e  g l u t a m i n e  a n d  r e l e a s e  a m m o n i u m ) .  
A m m o n i u m  i s  d e t e c t e d  b y  t h e  a m m o n i u m  s e n s i t i v e  
e l e c t r o d e ( l O ) .  O t h e r  g a s  e l e c t r o d e - e n z y m e  c o m b i n a t i o n s  h a v e  
b e e n  u s e d  t o  a n a l y z e  u r e a ,  g l u c o s e ,  a r g i n i n e ,  p h e n y l a l a n i n e ,  
p e n i c i l l i n ,  c r e a t i n i n e ,  u r i c  a c i d ,  a d e n o s i n e  m o n o p h o s p h a t e ,  
l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  u r e a s e ,  c h o l i n e s t e r a s e  a n d  many o t h e r
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F i g u r e  1.  The  s t r u c t u r e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6
(a) c h e m i c a l  s t r u c t u r e ,  (b) c o n f o m a t i o n  o f  
t h e  u n c o m p l e x e d  m o l e c u l e ,  (c) RbNCS c o m p l e x ,  
(d )  N a B r  2 H2 O c o m p l e x .  (9)
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e n z y m a t i c a l l y  c o n v e r t i b l e  c o m p o u n d s  ( 1 1 ) .  The  a d v a n t a g e s  o f  
t h e s e  s y s t e m s  a r e  t h e i r  h i g h  s e l e c t i v i t y  a n d  r e l i a b i l i t y .  
T h e i r  d i s a d v a n t a g e s  i n c l u d e :  i )  t h e y  a r e  r a t h e r  d e l i c a t e
s y s t e m s  b e c a u s e  e n z y m e  a c t i v i t y  m u s t  b e  p r e s e r v e d ,  i i )  
e l e c t r o d e s  t h a t  e m p l o y  e n z y m e s  i n  l i v i n g  t i s s u e s  r e q u i r e  
f r e s h  t i s s u e s ,  i i i )  t h e y  a r e  o n l y  u s e f u l  f o r  a n a l y z i n g  
c o m p o u n d s  s p e c i f i c a l l y  c o n v e r t e d  t o  m e a s u r a b l e  m e t a b o l i t e s  
b y  r e a d i l y  a v a i l a b l e  e n z y m e s .
A n o t h e r  b i o a n a l y t i c a l  e l e c t r o d e  i s  t h e  a n t i b o d y  
e l e c t r o d e  d e v e l o p e d  b y  S o l s k y  e t  a l  w h i c h  u s e s  i o n o p h o r e  
i m m u n o g e n  c o n j u g a t e s  i n  a  PVC m e m b r a n e  t o  m e a s u r e  s p e c i f i c  
a n t i b o d y  c o n c e n t r a t i o n ( 1 2 ) .  T h e  e l e c t r o d e ,  d e v e l o p e d  b y  
S o l s k y ,  i s  a b l e  t o  d e t e c t  a n t i - d i n i t r o p h e n o l  a n t i b o d y .  The  
i o n o p h o r e  i m m u n o g e n  c o n j u g a t e  i s  c o m p o s e d  o f  d i b e n z o - 1 8 -  
c r o w n - 6 ( a  c a t i o n  s e l e c t i v e  i o n o p h o r e )  w i t h  d i n i t r o p h e n o l  
c o v a l e n t l y  b o u n d  t o  i t s  b e n z e n e  r i n g s .
D i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  i s  u s e d  i n  t h i s  e l e c t r o d e  b e c a u s e  
t h e  s t r u c t u r e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  i s  i d e a l  f o r  c h e m i c a l  
m o d i f i c a t i o n .  S u b s t i t u t i o n s  c a n  b e  m a d e  t o  t h e  b e n z e n e  
r i n g s  t o  i n t r o d u c e  new f u n c t i o n s  i n t o  t h e  c o m p o u n d ,  s u c h  a s  
t h e  a d d i t i o n  o f  a m i n e  g r o u p s  w h i c h  a r e  a d d e d  b y  f i r s t  
n i t r a t i o n  o f  t h e  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 ,  f o l l o w e d  b y  r e d u c t i o n
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o f  t h e s e  g r o u p s  t o  a m i n e s .  O n c e  a m i n e  g r o u p s  a r e  a d d e d ,  
s u b s t i t u e n t s  c a n  b e  a t t a c h e d  t o  t h e  m o l e c u l e  t h r o u g h  t h e s e  
g r o u p s .  I n  c o n t r a s t ,  a n t i b i o t i c  t y p e  i o n o p h o r e s  a r e  n o t  
o p e n  t o  m o d i f i c a t i o n  b e c a u s e  t h e i r  s t r u c t u r e  i s  i n  m o s t  
c a s e s  l a c k i n g  a n y  a r e a s  t o  w h i c h  s e l e c t i v e  a d d i t i o n s  t o  
t h e i r  b a s i c  s t r u c t u r e  c a n  b e  m a d e ,  o u t s i d e  o f  t h e  
h e t e r o c y c l i c  r i n g .
T h e  c o m b i n a t i o n  o f  i m m u n o g e n  a n d  i o n o p h o r e  r e s u l t s  i n  
m o l e c u l e  a b l e  t o  s e l e c t i v e l y  t r a n s p o r t  i o n s  t h r o u g h  t h e  PVC 
m e m b r a n e ,  t h e  s e l e c t i v i t y  i s  e f f e c t e d  by  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  
a n t i b o d y ( 1 3 ) .  One  i m p o r t a n t  a d v a n t a g e  o f  t h i s  t e c h n i q u e  
o v e r  t h e  e n z y m e  e l e c t r o d e s  i s ,  a s  s t a t e d  a b o v e ,  t h e  e n z y m e  
e l e c t r o d e  i s  o n l y  a p p l i c a b l e  t o  c o m p o u n d s  f o r  w h i c h  a n  
e n z y m e  i s  a v a i l b l e  t o  c o n v e r t  t h e  c ompound  o f  i n t e r e s t  a nd  
r e l e a s e  a  m e a s u r a b l e  c o m p o u n d .  H o w e v e r ,  a n t i b o d i e s  c a n  b e  
d e v e l o p e d  f o r  a l m o s t  a n y  c o m p o u n d ,  t h e r e f o r e  a n t i b o d y  
e l e c t r o d e s  c o u l d  b e  d e v e l o p e d  f o r  a l m o s t  a n y  a n t i g e n -  
a n t i b o d y  s y s t e m .
T h e  w o r k  d o n e  b y  S o l s k y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a n t i b o d y  
e l e c t r o d e s  c o u l d  b e  d e v e l o p e d  f o r  a n t i - d i n i t r o p h e n o l  
a n t i b o d i e s .  He s u g g e s t e d  t h a t  s i m i l a r  e l e c t r o d e s  c o u l d  be  
d e v e l o p e d  f o r  a n y  h a p t e n - a n t i b o d y  c o m b i n a t i o n .  T h e
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m e c h a n i s m  s u g g e s t e d  b y  S o l s k y  f o r  a n t i b o d y  s e l e c t i v i t y  i s  a n  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m e m b r a n e - p h a s e  h a p t e n  a n d  s o l u t i o n - p h a s e  
a n t i b o d y .  T h i s  i s  p o s s i b l e  b e c a u s e  s e r u m  f r o m  n o n - i m m u n i z e d  
a n i m a l s  d i d  n o t  e f f e c t  m e m b r a n e  p o t e n t i a l .  The  s p e c i f i c i t y  
o f  t h e  a n t i b o d y - h a p t e n  i n t e r a c t i o n  c o u l d  b e  e x p l o i t e d  t o  
a s s a y  h a p t e n  c o n c e n t r a t i o n ,  b e c a u s e  a d d i t i o n  o f  s o l u t i o n -  
p h a s e  h a p t e n  t o  a n t i b o d y  s a m p l e s  s h o u l d  y i e l d  a c o m p e t i t i o n  
b e t w e e n  m e m b r a n e  a n d  s o l u t i o n  p h a s e  h a p t e n  f o r  t h e  a n t i b o d y .  
T h i s  m i g h t  r e d u c e  t h e  p o t e n t i o m e t r i c  r e s p o n s e  t o  t h e  
a n t i b o d y  i n  a  m a n n e r  d e p e n d e n t  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
s o l u t i o n  p h a s e  h a p t e n .  T h e r e f o r e ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
s o l u t i o n - p h a s e  h a p t e n  m i g h t  be  q u a n t i f i e d  by  t h e  d e g r e e  o f  
r e d u c t i o n  i n  t h e  a n t i b o d y  e f f e c t .  S t a n d a r d  c u r v e s  o f  
a n t i b o d y  e f f e c t  v s .  f r e e  h a p t e n  c o n c e n t r a t i o n  c o u l d  b e  u s e d  
t o  a s s a y  u n k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  o f  h a p t e n  i n  s o l u t i o n .  T h e  
d e v e l o p m e n t  o f  a n  a s s a y  f o r  p r o s t a g l a n d i n  E 2  (PGE2 ) w a s  
p e r s u e d  b e c a u s e  i t s  m e a s u r m e n t  b y  t h i s  m e t h o d  w o u l d  p r o v i d e  
a  u s e f u l  t o o l  f o r  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  b i o l o g i c a l  
a c t i v i t y  o f  PGE2 .
To t e s t  t h i s  h y p o t h e s i s  a n  a n t i - P G E 2 a n t i b o d y  e l e c t r o d e  
w a s  d e v e l o p e d  b y  s y n t h e s i z i n g  a  PGE2 - d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  
c o n j u g a t e .  T h e  c o n j u g a t e  w a s  d i s s o l v e d  i n  a  PVC m e m b r a n e
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a n d  p l a c e d  i n t o  a n  e l e c t r o d e  b o d y .  O n c e  t h e  a n t i b o d y  
s e l e c t i v i t y  o f  t h i s  m e m b r a n e  w a s  e s t a b l i s h e d  t h e  p o s s i b i l i t y  
o f  u s i n g  t h i s  e l e c t r o d e  i n  a  c o m p e t i t i v e  p r o t e i n  b i n d i n g  
a s s a y  w a s  e x p l o r e d .  A t  a  g i v e n  a n t i b o d y  c o n c e n t r a t i o n  PGE2 
w a s  a d d e d  t o  t h e  a n t i b o d y  s a m p l e s .  The  " f r e e "  PGE2 c o m p e t e d  
w i t h  m e m b r a n e  b o u n d  PGE2 f o r  a n t i b o d y  a n d  r e d u c e d  t h e  
p o t e n t i o m e t r i c  r e s p o n s e  o f  a n t i b o d y  a s  a  f u n c t i o n  o f  " f r e e "  
P G E 2 c o n c e n t r a t i o n .  T h e r e f o r e ,  s t a n d a r d  c u r v e s  w e r e  
g e n e r a t e d  b y  p l o t t i n g  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  v s .  " f r e e "  PGE2 
c o n c e n t r a t i o n .
16
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METHODS
S y n t h e s i s
A c o n j u g a t e  o f  P G E 2  a n d  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  w a s  
s y n t h e s i z e d .  T h e  c o n j u g a t e  w a s  f o r m e d  u s i n g  a n  e t h y l  
c h l o r o f o r m a t e  r e a c t i o n  ( 1 4 )  t o  c o u p l e  t h e  a c i d  f u n c t i o n  o f  
t h e  PGE2  m o l e c u l e ,  w i t h  a m i n e  g r o u p s  s y n t h e t i c a l l y  p l a c e d  on  
t h e  c r o w n  e t h e r .  PGEg- t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  
i s  a  new c o m p o u n d  a n d  i t s  s y n t h e s i s  p r e s e n t e d  s ome  p r o b l e m s  
b e c a u s e :  i )  PGE2  i s  e x p e n s i v e ,  i i )  t r a n s  d i a m i n o  d i b e n z o -
1 8 - c r o w n - 6  h a s  l i m i t e d  s o l u b i l i t y ,  an d  i i i )  t h e  PGE2  m i x e d  
a n h y d r i d e  i s  r a t h e r  u n s t a b l e .
To l e a r n  e f f i c i e n t  s y n t h e t i c  p r o c e d u r e s  s e v e r a l  
r e a c t i o n s  w i t h  m o d e l  c o m p o u n d s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  p r a c t i c e  
t h e  t e c h n i q u e  a n d  l e a r n  t h e  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  
s t e p  o f  t h e  s y n t h e s i s .  T h e  m i x e d  a n h y d r i d e  r e a c t i o n  w a s  
p e r f o r m e d  f i r s t  w i t h  l i n o l e i c  a c i d  a n d  p a l m i t i c  a c i d  a s  
s u b s t i t u t e s  f o r  PGE2 . T h e s e  t w o  f a t t y  a c i d s  w e r e  c h o s e n  
b e c a u s e  o f  t h e i r  s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t i e s  t o  PGE2 . L a r g e  
q u a n t i t i e s  o f  t h e  m i x e d  a n h y d r i d e  o f  t h e s e  f a t t y  a c i d s  w e r e  
s y n t h e s i z e d  a n d  i d e n t i f i e d  b y  IR a n d  NMR s p e c t r o s c o p y .  The
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a m i d e  s y n t h e s i s  w a s  t e s t e d  b y  s u b s t i t u t i n g  p - a n i s i d i n e  f o r  
t r a n s - d i a m i n o - d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 ,  an d  c o u p l i n g  p a l m i t i c  a c i d  
a n h y d r i d e  w i t h  p - a n i s i d i n e .  A f t e r  t h e  m o d e l  s y n t h e s e s  w e r e  
m a s t e r e d ,  t h e  P GE ^- t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  was  
e a s i l y  s y n t h e s i z e d .
R e a g e n t s
T h e  r e a g e n t s  u s e d  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  PGE^- t r a n s -  
d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  ,  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n  a n d  t h e  
m o d e l  s t u d i e s  w h i c h  w e r e  c e r t i f i e d  ACS g r a d e  o r  b e t t e r  
i n c l u d e d :  i )  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  (PCR R e s e a r c h  C h e m i c a l
I n c . ,  G a i n s v i l l e ,  F l a . ) ,  i i )  p r o s t a g l a n d i n  E 2 ( P G E 2 ) 
( U p j o h n ) ,  i i i )  l i n o l e i c  a c i d  ( S i g m a  C h e m i c a l  
Co . , S t . L o u i s , M0 ) ,  i v )  p a l m i t i c  a c i d  ( S i g m a ) ,  v )  
t r i e t h y l a m i n e  ( M a l l i n k r o d t .  I n c . ,  S t . L o u i s ,  M o ) ,  v i )  e t h y l  
c h l o r o f o r m a t e  ( E a s t m a n  O r g a n i c s ,  R o c h e s t e r , NY) , v i i )  
p o l y v i n y l  c h l o r i d e ,  h i g h  MW, ( E a s t m a n  O r g a n i c s ) ,  v i i i )  
d i b u t y l  s e b a c a t e  ( E a s t m a n  O r g a n i c s ) ,  i x )  t e t r a h y d r o f u r a n  
(THF) ( A l d r i c h  C h e m i c a l  Co . ,  M i l w a u k e e ,  W i s . ) , x) C h l o r o f o r m  
( M a l l i n c k r o d t ) ,  x i )  N , N - d i m e t h y f o r m a m i d e  ( A l d r i c h ) ,  x i i )  
a c e t o n i t r i l e  ( M a l l i n c k r o d t )  , x i i i )  R a n e y  n i c k e l  #28 (W.R.
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G r a c e  I n c .  ) ,  x i v )  n i t r i c  a c i d  ( M a l l i n c k r o d t ) , x v )  g l a c i a l  
a c e t i c  a c i d  ( M a l l i n c k r o d t ) , x v i )  d i e t h y l  e t h e r ,  a n h y d r o u s  
( M a l l i n c r o d t ) .
T r a n s  d i a m i n e  o f  D i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6
S y n t h e s i s  o f  t h e  t r a n s - d i a m i n e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  
w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t h r e e  s t e p s :  i )  n i t r a t i o n  o f  d i b e n z o - 1 8 -  
c r o w n - 6 ,  i i )  s e p a r a t i o n  o f  t h e  c i s  a n d  t r a n s  d i n i t r o -  
p r o d u c t s ,  a n d  i i i )  r e d u c t i o n  t o  t h e  t r a n s - d i a m i n e .  T h e  
n i t r a t i o n  r e a c t i o n  wa s  c a r r i e d  o u t  a s  f o l l o w s .  A o n e  
l i t e r  r o u n d  b o t t o m  f l a s k  e q u i p p e d  w i t h  a  s t i r r e r ,  w a t e r  
c o o l e d  c o n d e n s e r ,  d r o p p i n g  f u n n e l  and  a  h e a t i n g  m a n t l e  was  
c h a r g e d  w i t h  20 g (0 .056  M) o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  ( f i g u r e  
A l ) , d i s s o l v e d  i n  400 ml  o f  c h l o r o f o r m ,  300 ml  o f  g l a c i a l  
a c e t i c  a c i d  w a s  t h e n  a d d e d  t o  t h i s  s o l u t i o n .  T h e  
n i t r a t i n g  s o l u t i o n ,  c o n s i s t i n g  14 ml  o f  n i t r i c  a c i d  a nd  
4 0  m l  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  w a s  p r e p a r e d  a n d  a d d e d  t o  t h e  
s t i r r i n g  m i x t u r e  d r o p w i s e  a t  a r a t e  o f  2 m l / m i n .  
A f t e r  t h e  e n t i r e  n i t r a t i n g  s o l u t i o n  wa s  a d d e d  t h e  r e a c t i o n  
w a s  s t i r r e d  f o r  o n e  h o u r  w i t h o u t  h e a t  a n d  t h e n  t h r e e  h o u r s  
a t  r e f l u x .  A f t e r  t h r e e  h o u r s  t h e  p r o d u c t  c o u l d  b e  s e e n
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a s  y e l l o w  c r y s t a l s .  The  r e a c t i o n  w a s  t h e n  f i l t e r e d  g i v i n g  
8 . 5 6  g  ( 0 . 0 1 9 6  M) o f  c r u d e  t r a n s  d i n i t r o  p r o d u c t .  T h e  
c r u d e  p r o d u c t  w a s  r e c r y s t a l  i  z e d  f r o m  N , N -  
d i m e t h y l f o r m a m i d e  (DMF) t o  g i v e  7 . 4 8  g  ( 0 . 0 1 6 6  M) o f  
y e l l o w  c r y s t a l s  w i t h  a  m e l t i n g  p o i n t  o f  2 3 9 - 2 4 5 ° C  
( l i t e r a t u r e  MP 2 3 7 - 2 4 6 ° C )  ( 1 5 ) .  T h e  p r o d u c t  w a s
i d e n t i f i e d  b y  u s i n g  I R  s p e c t r o s c o p y ( F i g u r e  A 2 ) .  N i t r o  
b a n d s  c o u l d  b e  s e e n  a t  6 . 5 8  u  ( 1 5 2 0  c m - 1 ) a n d  7 . 4 3  u  ( 1 3 4 5  
cm“ l ) .  T h e  IR s p e c t r a  o f  t r a n s - d i n i t r o - d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  
i s  s h o w n  i n  t h e  a p p e n d i x . ( F i g u r e  A2)
Th e  c i s  d i n i t r o  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  p r e c i p i t a t e d  f r o m  
t h e  m o t h e r  l i q u o r  a f t e r  c o o l i n g  f o r  o n e  h o u r .  T h e  y i e l d  
o f  c i s  p r o d u c t  w a s  6 . 4  g ( 0 . 0 1 4 2  M) a n d  t h e  m e l t i n g  
p o i n t  w a s  2 0 9 - 2 3 4 ° C .  ( l i t e r a t u r e  MP 2 0 6 - 2 3 2 °  C.) ( 1 5 ) .  
T h e  I R  s p e c t r u m  o f  t h e  c i s  d i n i t r o  p r o d u c t  i s  s h o w n  i n  t h e  
a p p e n d i x ( F i g u r e  A 2 ) .  O n l y  t h e  t r a n s  d i n i t r o  p r o d u c t  w a s  
c a r r i e d  t h r o u g h  t h e  r e s t  o f  t h e  s y n t h e t i c  p r o c e d u r e .
T h e  t r a n s  d i a m i n e  w a s  p r e p a r e d  b y  t h e  c a t a l y t i c  
r e d u c t i o n  o f  t h e  t r a n s  d i n i t r o  p r o d u c t  i n  a P a r r  
h y d r o g e n a t o r .  I n t o  a  500 ml  s h a k e r  b o t t l e ,  2.0 g  (0 .0044  
M) o f  t r a n s  d i n i t r o - d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  w a s  p l a c e d  a n d  200  
ml  o f  DMF a d d e d  t o g e t h e r  w i t h  2.0 g o f  G r a c e  R a n e y  n i c k e l
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R a n e y  n i c k e l  # 2 8 .  T h e  m i x t u r e  w a s  s h a k e n  a t  40  p s i  o f  
h y d r o g e n  f o r  o n e  h o u r .  A f t e r  h y d r o g e n a t i o n  t h e  c a t a l y s t  
w a s  r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n  a n d  t h e  p r o d u c t  w a s  c o l l e c t e d  b y  
f i r s t  r e m o v i n g  t h e  DMF b y  v a c u u m  d i s t i l l a t i o n .  T h e  
c r u d e  d i a m i n o  p r o d u c t  w a s  p u r i f i e d  b y  s u b l i m a t i o n  a t  0 .1  
mm. Hg. a n d  2 4 0 - 2 6 0 ° C .  A f t e r  p u r i f i c a t i o n  t h e  p r o d u c t  
w a s  a  w h i t e  c r y s t a l l i n e  s o l i d  w h i c h  m e l t e d  a t  1 9 8 -  
2 0 3 ° C . ( l i t e r a t u r e  MP 1 9 9 - 2 0 3 ° G )  ( 1 5 ) .  T h i s  p r o d u c t  w a s
a l s o  i d e n t i f i e d  b y  IR ( F i g u r e  A 3) a n d  e x h i b i t e d  a b s o r p t i o n  
b a n d s  a t  3 . 0 4  p  ( 3 2 8 9  c m " 1 ) ,  2 . 9 7  u  ( 3 3 6 7  c m " 1 ) ,  6 . 1 7  n
(1621 c m " 1 ) c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  N ^ .  The  NMR s p e c t r a  o f  
t h e  d i n i t r o  c omp ou nd  a n d  t h e  d i a m i n e  c o u l d  n o t  be  o b t a i n e d  
d u e  t o  t h e i r  i n s o l u b i l i t y .
P r e p a r a t i o n  o f  p a l m i t i c  a c i d  a m i d e  o f  a n i s i d i n e
To d e m o n s t r a t e  t h a t  a  m i x e d  a n h y d r i d e  c o u l d  r e a c t  w i t h  
a  p r i m a r y  a r o m a t i c  a m i n e ,  p - a n i s i d i n e  wa s  c o n d e n s e d  w i t h  t h e  
p a l m i t i c  a c i d  m i x e d  a n h y d r i d e  ( F i g u r e  A 4 ) .  A s o l u t i o n  o f  
0 . 2 5 6  g (1 mM) p a l m i t i c  a c i d  i n  1 0 0  mL o f  e t h e r  w a s  p l a c e d  
i n t o  a  r o u n d  b o t t o m  f l a s k  e q u i p p e d  w i t h  a  m a g n e t i c  s t i r r e r ,  
w a t e r  c o o l e d  c o n d e n s e r  a n d  a d r y i n g  t u b e .  0 .101  g (1 mM) o f
21
Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
t r i e t h y l a m i n e  w a s  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  s t i r r e d  f o r  o n e  
h o u r .  0 . 108  g (1 mM) e t h y l  c h l o r o f o r m a t e  was  t h e n  a d d e d  a n d  
t h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  h o u r .  
T r i e t h y l a m i n e  h y d r o c h l o r i d e  p r e c i p i t a t e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  
m i x t u r e  a n d  w a s  r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n  l e a v i n g  0 . 3 2 8  g (1 mM) 
o f  t h e  p a l m i t i c  a c i d  m i x e d  a n h y d r i d e  i n  s o l u t i o n ,  w h i c h  wa s  
t r e a t e d  w i t h  0 . 1 2 3  g  (1 mM) o f  £ - a n i s i d i n e  a n d  t h e  m i x t u r e  
wa s  s t i r r e d  f o r  o n e  h o u r .  The  p r o d u c t ,  a  w h i t e  p r e c i p i t a t e ,  
w a s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  b y  f i l t r a t i o n .  The  
p r o d u c t  w a s  f o u n d  t o  b e  r e l a t i v e l y  p u r e  v i a  TLC,  a n d  i t ' s  
m e l t i n g  p o i n t  w a s  1 0 4 ° C .  T h e  s t r u c t u r e  w a s  c o n f i r m e d  b y  
I R  a n d  NMR s p e c t r a l  a n a l y s i s  ( F i g u r e  A 5 ) .  T h e  I R  s p e c t r a  
s h o w e d  c h a r a c t o r i s t i c  a m i d e  c a r b o n y l  p e a k  a t  6 . 0 6  p  ( 1 6 5 0  
cm“ ^ ) , N H - s t r e c h  a t  2 . 8 6  p  ( 3 5 0 0  c m ' ^ )  a n d  NH b e n d  a t  6 . 1 7
p  ( 1 6 2 0  c m “ ^ ) .  T h e  NMR s p e c t r u m  i n t e g r a t e d  f o r  3 1  
a l i p h a t i c  p r o t o n s  a t  1 . 1  p p m ,  3 p r o t o n s  a t  3 . 7  ppm f r o m  
t h e  m e t h o x y  g r o u p  a n d  4 a r o m a t i c  p r o t o n s  a t  6 .8  ppm.
Th e  l i n o l e i c  a c i d  t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6
A s o l u t i o n  o f  0 . 2 8 0 4  g ( 1 . 0  mM) o f  l i n o l e i c  a c i d  i n  
100  m l  o f  a n h y d r o u s  e t h e r  w a s  p l a c e d  i n  a  2 0 0  ml  r o u n d
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b o t t o m  f l a s k  e q u i p p e d  w i t h  a  m a g n e t i c  s t i r r e r ,  w a t e r  
c o o l e d  c o n d e n s e r  a n d  a  d r y i n g  t u b e .  T h e  s o l u t i o n  w a s  
s t i r r e d  a n d  0 . 1 0 1 2  g  ( 1 . 0  mM) o f  t r i e t h y l a m i n e  w a s  a d d e d  
a n d  t h e n  s t i r r e d  f o r  o n e  h o u r .  0 . 1085  g (1.0 mM) o f  e t h y l  
c h l o r o f o r m a t e  w a s  t h e n  a d d e d  a nd  s t i r r e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  
h o u r .  Due t o  t h e  s i z e  o f  t h i s  r e a c t i o n  t h e  p r e c i p i t a t i o n  
o f  t r i e t h y l a m i n e  h y d r o c h l o r i d e  i s  s e e n  a f t e r  a  f e w  m i n u t e s  
s u p p o r t i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  l i n o l e i c  a c i d  m i x e d  
a n h y d r i d e  ^ n  s i t u . T h e  t r i e t h y l a m i n e  h y d r o c h l o r i d e  w a s  
r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n .  T h e  e t h e r  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  
c o n d e n s a t i o n  r e a c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  i n  a c e t o n i t r i l e .
I n  a  s e p a r a t e  f l a s k ,  0 . 1 9 5  g  ( 0 . 0 5  mM) o f  d i a m i n o -  
d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  w a s  d i s s o l v e d  i n  100 ml  o f  a c e t o n i t r i l e .  
Once t h e  d i a m i n e  w a s  d i s s o l v e d  t h e  s o l u t i o n  o f  t h e  m i x e d  
a n h y d r i d e  w a s  a d d e d  a n d  s t i r r e d  o v e r n i g h t .  The  d e r i v e d  
p r o d u c t  p r e c i p i t a t e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a n d  w a s  
s u b s e q u e n t l y  p u r i f i e d  b y  r e c r y s t a  1 i z a t i o n  f r o m  
c h l o r o f o r m / a b s o l u t e  e t h a n o l  and  d r i e d  w i t h  a n h y d r o u s  e t h e r ,  
t h e  m e l t i n g  p o i n t  w a s  1 7 4 ° C .  T h e  p r o d u c t  w a s  a n a l i z e d  b y  
I R  a n d  NMR s p e c t r a  ( F i g u r e  A 6 ) .  T h e  I R  s p e c t r a  s h o w e d  
c h a r a c t e r i s t i c  a m i d e  c a r b o n y l  s t r e c h i n g  a t  6 . 0 6  u  ( 1 6 5 0  
c m “ l ) ,  NH s t r e c h  a t  2 . 9 0  u  ( 3 5 0 0  cm ~ ^ ) , a n d  NH b e n d  a t  6 . 1 6
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p  ( 1 6 2 0  c m- * ) .  T h e  e l e m e n t a l  a n a l y s i s  c a l c u l a t e d  f o r  
l i n o l e i c  a c i d  t r a n s  - d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  i s  
7 3 . 4 7 %  C a r b o n ,  9 .47% H y d r o g e n ,  3 . 06% n i t r o g e n ,  1 3 . 97% 
o x y g e n ;  f o u n d  7 3 . 8 9 %  C a r b o n ,  9 . 4 3 %  H y d r o g e n ,  3 . 0 0 %  
n i t r o g e n ,  13.86% o x y g e n .
PGEq t r a n s - d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6
A m i x t u r e  o f  7 . 0 4  mg ( 0 . 0 2  mM) o f  PGE2 i n  15  m l  o f
a n h y d r o u s  e t h e r  wa s  p l a c e d  i n t o  a  50 ml  r o u n d  b o t t o m  f l a s k
e q u i p p e d  w i t h  a  m a g n e t i c  s t i r r e r  a n d  a w a t e r  c o o l e d  
c o n d e n s e r  2 . 0 2 4  mg ( 0 . 0 2  mM) o f  t r i e t h y l  a m i n e  w a s  t h e n  
a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  f o r  o n e  h o u r .  A t  t h i s  
p o i n t  2 . 1 7 0  mg ( 0 . 0 2  mM) o f  e t h y l c h l o r o f o r m a t e  w a s  a d d e d ,  
a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  a g a i n  s t i r r e d  f o r  o n e  h o u r .  A f t e r  o n e  
h o u r  t h e  p r e s e n c e  o f  t r i e t h y l a m i n e  h y d r o c h l o r i d e  w a s  
i n d i c a t e d  b y  t h e  c l o u d i n e s s  o f  t h e  s o l u t i o n .  T h e
t r i e t h y l a m i n e  h y d r o c h l o r i d e  was  r e m o v e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n
m i x t u r e  b y  f i l t r a t i o n ,  a n d  t h e  m i x e d  a n h y d r i d e  ( F i g u r e  2) 
w a s  r e t a i n e d  i n  t h e  e t h e r  s o l u t i o n .  T h e  d i a m i n e  i s  n o t  
s o l u b l e  i n  e t h e r ,  s o  a c e t o n i t r i l e  w a s  u s e d  i n  t h e  
c o n d e n s a t i o n  r e a c t i o n  w i t h  t h e  m i x e d  a n h y d r i d e .
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F i g u r e  2 .  The  s y n t h e t i c  s ch e me  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  
PGE2 m i x e d  a n h y d r i d e .
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T h e r e f o r e ,  t h e  e t h e r  w a s  r e m o v e d  u n d e r  v a c u u m  a n d  w a s  
r e p l a c e d  w i t h  20  m l  o f  a c e t o n i t r i l e .  I n  a  s e p e r a t e  f l a s k  
3 . 9 00  mg (0 . 01  mM) d i a m i n o - d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  w a s  d i s s o l v e d  
i n  20 m l  o f  a c e t o n i t r i l e ,  s l o w l y  a d d e d  t o  t h e  s o l u t i o n  o f  
PGE2 m i x e d  a n h y d r i d e  a n d  s t i r r e d  f o r  t w e l v e  h o u r s .  T h e  
c o n d e n s a t i o n  r e a c t i o n  w h i c h  r e s u l t e d  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  
PGEp- t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  i s  s u m m a r i z e d  i n  
F i g u r e  3 .
T h e  a c e t o n i t r i l e  w a s  r e m o v e d  u n d e r  vacuum a nd  a b o u t  5 
m l  o f  a n h y d r o u s  e t h e r  w a s  a d d e d  t o  d r y  a n d  w a s h  t h e  
c r y s t a l s  w h i c h  c o a t e d  t h e  s i d e s  o f  t h e  f l a s k .  T h e  
e x t r e m e l y  s m a l l  a m o u n t  o f  p r o d u c t  e x c l u d e d  t h e  p o s s i b i l i t y  
o f  u s i n g  n o r m a l  r e c r y s t a l l i z a t i o n  t e c h n i q u e s  s o  t h e  c r y s t a l s  
w e r e  p u r i f i e d  b y  r e c r y s t a l l i z a t i o n  i n  t h e  f l a s k .  T h e  
p r o d u c t  w a s  p u r i f i e d  b y  d i s s o l v i n g  t h e  c r u d e  m a t e r i a l  i n  
a b o u t  1 m l  o f  c h l o r o f o r m ;  a n  e q u a l  a m o u n t  o f  a b s o l u t e  
e t h a n o l  a d d e d  a n d  t h i s  m i x t u r e  c o n c e n t r a t e d  _in v a c u o . 
T h e  c h l o r o f o r m  w a s  r e m o v e d  f i r s t  w h i c h  a l l o w e d  t h e  
p r o d u c t  t o  p r e c i p i t a t e  i n  t h e  a b s o l u t e  e t h a n o l .  T h e  
e t h a n o l  w a s  a l s o  r e m o v e d ,  a n d  t h e  c r y s t a l s  w e r e  a g a i n  d r i e d  
w i t h  a n h y d r o u s  e t h e r .  The  p r o d u c t  w a s  t h e n  i d e n t i f i e d  by  
NMR a n d  m a s s  s p e c t r a l  a n a l y s i s  ( F i g u r e  A7) .  The  m a s s
26
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F i g u r e  3.  The  s y n t h e t i c  s c h e m e  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  
PGEg- t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6
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s p e c t r a l  a n a l y s i s  w a s  u s e d  t o  c o n f i r m  t h e  m o l e c u l a r  
w e i g h t .  T h i s  m e t h o d  wa s  u s e d  i n s t e a d  o f  e l e m e n t a l  a n a l y s i s  
b e c a u s e  a s m a l l  s a m p l e  c o u l d  b e  a n a l y z e d  b y  t h e  m a s s  
s p e c t r o m e t e r .  T h e  f a s t  a t o m  b o m b a r d m e n t  m a s s  s p e c t r u m  
d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  m o l e c u l a r  i o n  w i t h  a  w e i g h t  
o f  1 0 5 8 .  T h e  m e l t i n g  p o i n t  o f  t h e  r e c r y s t a l l i z e d  
p r o d u c t  w a s  134°C.
Mem b r an e  p r e p a r a t i o n
P o l y v i n y l  c h l o r i d e  m e m b r a n e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  
d i s s o l v i n g  1 . 0  mg o f  t h e  PGE2 t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 -  
c r o w n - 6  i n  5 ml  o f  t e t r a h y d r a f u r a n ( T H F )  f o l l o w e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  0 . 2 5 0  m l  o f  d i b u t y l  s e b a c a t e .  T h i s  m i x t u r e  
w a s  t h e n  p o u r e d  i n t o  a  P e t r i  d i s h  50  mm i n  d i a m e t e r  w h i c h  
c o n t a i n e d  0 . 250  g o f  p o l y v i n y l  c h l o r i d e .  The m i x t u r e  wa s  
s t i r r e d  u n t i l  t h e  p o l y v i n y l  c h l o r i d e  d i s s o l v e d  a n d  t h e  
d i s h  w a s  p a r t i a l l y  c o v e r e d  t o  a l l o w  s l o w  e v a p o r a t i o n  o f  t h e  
s o l v e n t .  T h e  r e s u l t  w a s  a  f l e x i b l e  m e m b r a n e ,  0 . 2  mm t h i c k  
a n d  50 mm i n  d i a m e t e r .
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E le c t r o d e  c o n s t r u c t i o n
T h e  a n t i b o d y  e l e c t r o d e s  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  a  
c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  e l e c t r o d e  b o d y  ( O r i o n  9 2 - 0 0 ) .  T h i s  
e l e c t r o d e  i s  c o m p o s e d  o f  c h e m i c a l l y  i n e r t  p l a s t i c .  The  c a p  
a n d  t h e  c a b l e  a r e  r e m o v a b l e  s o  m e m b r a n e s  ma y  b e  i n s t a l l e d  
a n d  f i l l i n g  s o l u t i o n  a d d e d .  M e m b r a n e  d i s k s  (4 mm i n  
d i a m e t e r )  w e r e  c u t  f r o m  t h e i r  p o l y m e r  s h e e t .  One d i s k  was  
p l a c e d  i n  p o s i t i o n  a n d  t h e  e l e c t r o d e  c a p  w a s  c a r e f u l l y  
s c r e w e d  i n  p l a c e  t o  p r e v e n t  d i s t o r t i o n  o f  t h e  m e m b r a n e .  
Once  t h e  m e m b r a n e  w a s  i n s t a l l e d  t h e  f i l l i n g  s o l u t i o n  (10“ ^M 
KC1) w a s  a d d e d  t o  t h e  i n t e r n a l  r e f e r e n c e  c h a m b e r  a n d  t h e  
o u t e r  c h a m b e r s .  T h e  c a b l e  w a s  t h e n  s c r e w e d  i n t o  p l a c e  a n d  
t h e  e l e c t r o d e  a t t a c h e d  t o  t h e  p o t e n t i o m e t e r  ( O r i o n  7 0 1  A ) .  
The  e l e c t r o d e  w a s  t h e n  s o a k e d  i n  10“ ^M KC1 f o r  s e v e r a l  h o u r s  
p r i o r  t o  u s e  i n  o r d e r  t o  c h a r g e  t h e  c a t i o n  b i n d i n g  s i t e s .  
E a c h  d a y  a f t e r  u s e  t h e  e l e c t r o d e  w a s  p l a c e d  i n t o  t h i s  
s o l u t i o n  w h e r e  i t  w a s  s t o r e d  o v e r n i g h t  a t  0 ° C .  F i g u r e  (4) 
s h o w s  t h e  c o m p l e t e  e l e c t r o d e  a s s e m b l y .
29
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Ag-AgCI reference electrode
Filling solution
PGE2~ antibody selective  
membrane
F i g u r e  4 .  The  PGE2 a n t i b o d y  s e l e c t i v e  e l e c t r o d e
p r e p a r e d  b y  i n s t a l l i n g  a p o l y v i n y l  c h l o r i d e  
m e m b r a n e ,  c o m p o s e d  o f  1 mg PGE^- t r a n s  
d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 f 250 mg PVC and  
0 . 2 5 0  ml  o f  d i b u t y l  s e b a c a t e ,  i n t o  a n  O r i o n  9 2 - 0 0  
e l e c t r o d e  b o d y .  The  f i l l i n g  s o l u t i o n  was  10 M 
KC1.
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E q u i p m e n t  f o r  t e s t i n g  t h e  e l e c t r o d e
T h e  e q u i p m e n t  n e c e s s a r y  t o  p e r f o r m  t e s t s  o n  t h e  
e l e c t r o d e  i n c l u d e d  t h e  f o l l o w i n g :  i )  r e f e r e n c e  e l e c t r o d e ,  
d o u b l e  j u n c t i o n  w i t h  1 0 “ 2 M NH^Cl  i n  t h e  o u t e r  c h a m b e r  a n d  
t h e  s u p p l i e d  f i l l i n g  s o l u t i o n  i n  t h e  i n n e r  c h a m b e r ,  i i )  
E l e c t r o m e t e r ,  O r i o n  7 0 1  A,  a  d i g i t a l  m e t e r  c a p a b l e  o f  
m e a s u r i n g  p o t e n t i a l s  t o  0 . 1  mV, i i i )  h o t  p l a t e - s t i r r e r , 
C o r n i n g  P C - 3 5 1 ,  i v )  c h a r t  r e c o r d e r .  L i n e a r  2 c h a n n e l ,  1 0 0 / 1 0  
mV f u l l  s c a l e ,  v) c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  c i r c u l a t o r , H a a k e  FK, 
v i )  1 0 m l  j a c k e t e d  p l e x i g l a s s  c h a m b e r ,  v i i )  F a r a d a y  c a g e ,  
c o n s t r u c t e d  w i t h  s t e e l  f e n c i n g  m a t e r i a l .
The  r e a g e n t s  r e q u i r e d  t o  t e s t  t h e  e l e c t r o d e  w h i c h  w e r e  
c e r t i f i e d  ACS g r a d e  o r  b e t t e r ,  e x c l u d i n g  t h e  s e r a , i n c l u d e d  
t h e  f o l l o w i n g :  i )  a n t i - P G E 2 - a n t i s e r u m  ( r a i s e d  w i t h  PGE2 -  
b o v i n e  t h y r o g l o b u l i n ( B T G )  c o n j u g a t e s  i n  New Z e a l a n d  w h i t e  
r a b b i t s ) ,  l y o p h i l i z e d  a n d  r e c o n s t i t u t e d  i n  b u f f e r  i i )  
n o n i m m u n e  s e r u m ,  f r o m  New Z e a l a n d  w h i t e  r a b b i t s ,  l y o p h i l i z e d  
a n d  r e c o n s t i t u t e d  i n  b u f f e r ,  i i i )  p o t a s s i u m  c l o r i d e  ( F i s h e r  
S c i e n t i f i c  C o . , P i t t s b u r g h ,  PA) ,  i v ) c a l c i u m  c h l o r i d e ( F i s h e r ) , 
v)  t r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) a m m i n o m e t h a n e  (TRI S)  ( S i g m a ) ,  v i )  
a m m o n i m  c h l o r i d e  ( F i s h e r ) ,  v i i )  l i t h i u m  t r i c h l o r o a c e t a t e
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( O r i o n  R e s e a r c h  I n c . ,  C a m b r i d g e ,  MA), v i i i )  ammonium n i t r a t e  
( F i s h e r ) , i x )  s o d i u m  h y d r o x i d e  ( F i s h e r )  x) h y d r o c h l o r i c  a c i d  
( F i s h e r )  x i )  d e i o n i z e d  w a t e r  ( C o n t i n e n t a l  W a t e r  S y s t e m s  
I n c . )  .
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RESULTS AND DISCUSSION
TESTING
T e s t i n g  t h e  i o n  s e l e c t i v i t y  o f  PVC m e m b r a n e s  c o n t a i n i n g  t h e  
P G E g - t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - l 8 - c r o w n - 6
E x p e r i m e n t s  t o  d e t e r m i n e  t h e  i o n  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  PVC 
m e m b r a n e  c o n t a i n i n g  t h e  PGEg- t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 -  
c r o w n - 6  w e r e  p e r f o r m e d .  R e s u l t s  f r o m  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  
u s e d  t o  e v a l u a t e  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  e l e c t r o d e  a n d  t o  
d e s i g n  a n  a p p r o p r i a t e  b u f f e r ,  i n  w h i c h  pH a n d  i o n i c  s t r e n g t h  
c o u l d  b e  r e g u l a t e d .  T h e  c o m p o s i t i o n s  o f  t h e  f i l l i n g  
s o l u t i o n s  f o r  t h e  s a m p l e  a n d  r e f e r e n c e  e l e c t r o d e s  w e r e  
d e c i d e d  a f t e r  e v a l u a t i o n  o f  t h e s e  d a t a .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  
w e r e  d i v i d e d  i n t o  t w o  s e c t i o n s .  T h e  f i r s t  e v a l u a t e d  t h e  
s e l e c t i v e t y  o f  t h e  m e m b r a n e  t o  p o t a s s i u m ,  a n d  t h e  s e c o n d  
e v a l a t e d  t h e  e f f e c t s  o f  o t h e r  i o n s  t h a t  m i g h t  b e  u s e d  t o  
c o n t r o l  pH a n d  i o n i c  s t r e n g t h .  T h e  o t h e r  i o n s  t e s t e d  
i n c l u d e d ;  t r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o m e t h a n e ,  C a C l g ,  NH^Cl ,  a nd
n h 4n o 3 .
I n  t h e  f i r s t  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  t h e  e l e c t r o d e
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c o n t a i n i n g  t h e  i o n  s e l e c t i v e  m e m b r a n e  w a s  p l a c e d  i n t o  t h e  
b a t h  c o n t a i n i n g  KCl  ( 1 0 ~ *  M) f o r  1 2  h o u r s  t o  s a t u r a t e  t h e  
c a t i o n  b i n d i n g  s i t e s .  S o l u t i o n s  o f  KCL ( 1 0 _ 1  t o  1 0 “ ^ M) 
w e r e  p r e p a r e d  b y  s e r i a l  d i l u t i o n .  T h e  e l e c t r o d e  w a s  
i m m e r s e d  i n  e a c h  d i l u t i o n  a n d  t h e  p o t e n t i a l  w a s  m e a s u r e d  i n  
r e f e r e n c e  t o  a  d o u b l e  j u n c t i o n  r e f e r e n c e  e l e c t r o d e  a f t e r  
s e v e r a l  m i n u t e s  o f  s t i r r i n g .  T h e  d a t a  w e r e  r e c o r d e d  a s  
E(mV) a n d  p l o t t e d  v s .  t h e  l o g  o f  t h e  i o n  c o n c e n t r a t i o n .  The  
d a t a  w e r e  r o u g h l y  l i n e a r ,  a n d  s l o p e s  o f  t h e  b e s t  l i n e  a s  
d e t e r m i n e d  b y  l i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  w e r e  c a l c u l a t e d .  
T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  p o t e n t i a l  a n d  p o t a s s i u m  
c o n c e n t r a t i o n  wa s  s t u d i e d  a t  1 0 ,  2 0 ,  25 a n d  3 0°C.
T h e  e f f e c t  o f  t e n f o l d  c h a n g e s  i n  p o t a s s i u m  c o n c e n t r a t i o n
T r a n s m e m b r a n e  p o t e n t i a l  a s  a f u n c t i o n  o f  t h e  
p o t a s s i u m  g r a d i e n t  w a s  t e s t e d  w i t h  m e m b r a n e s  c o n t a i n i n g  
P G E g - t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  a n d  m e m b r a n e s  
c o n t a i n i n g  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 .  Th e  g r a d i e n t  w a s  a d j u s t e d  
o v e r  t h e  r a n g e ,  l o g  [K+ ] i n /  [K+ 3 o u t  = 2 t o  C h a n g e s  i n
t h e  g r a d i e n t  w e r e  a c o m p l i s h e d  by  a l t e r i n g  [ ^ + ] OUf  T^ e  d a t a  
a r e  s h o w n  i n  f i g u r e s  5 a n d  6 .  I f  t h e s e  m e m b r a n e s  w e r e
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F i g u r e  5 .  The  p o t e n t i o m e t r i c  r e s p o n s e s  o f  a  m e m b r a n e  
c o m p o s e d  o f  1 mg PGEg- t r a n s  d i a m i d e  o f  
d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 ,  2 5 0  mg PVC a n d  0 . 2 5 0  ml  
d i b u t y l  s e b a c a t e  p l o t t e d  a g a i n s t  - l o g  o f  t h e  
i n t e r n a l  p o t a s s i u m  c o n c e n t r a t i o n  o v e r  t h e  
e x t e r n a l  p o t a s s i u m  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  i n t e r n a l  
c o n c e n t r a t i o n  w a s  1 0 ” 2 M a n d  t h e  e x t e r n a l  
c o n c e n t r a t i o n  v a r i e d  f r o m  1 0 ” 4 t o  1 0  M. 
T h e  r e s p o n s e s  w e r e  r e c o r d e d  a t  1 0 ( o ) ,  2 0 (a )  ,
25(D) a n d  3 0 ° C  ( • ) .  T h e  s l o p e s  o f  t h e  r e s p o n s e s  
a r e  s h o w n  i n  t a b l e  1.
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6 .  T h e  p o t e n t i o m e t r i c  r e s p o n s e  o f  a  membrane  
c o m p o s e d  o f  1 mg d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 f 250 mg 
PVC a n d  0 . 2 5 0  ml  d i b u t y l  s e b a c a t e  p l o t t e d  
a g a i n s t  t h e  - l o g  o f  t h e  i n t e r n a l  p o t a s s i u m  
c o n c e n t r a t i o n  o v e r  t h e  e x t e r n a l  p o t a s s i u m  
c o n c e n t r a t i o n .  The  i n t e r n a l  c o n c e n t r a t i o n  
w a s  10 2 M a n d  t h e  e x t e r n a l  c o n c e n t r a t i o n  
v a r i e d  f r o m  1 0 - 4  t o  1 0 - 1  M. The 
r e s p o s e s  w e r e  r e c o r d e d  a t  1 0 ( o ) , 2 0 ( A ) ,  25(D)  
a n d  3 0 ( « )  ° C .  The s l o p e s  o f  t h e  r e s p o n s e s  
a r e  shown i n  t a b l e  2 .
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p e r f e c t l y  s e l e c t i v e  f o r  K+ , t h e  N e r n s t  e q u a t i o n  p r e d i c t s  
t h a t  t h e  t r a n s m e m b r a n e  p o t e n t i a l  s h o u l d  c h a n g e  59 . 0  mV f o r  
e a c h  t e n f o l d  c h a n g e  i n  p o t a s s i u m  c o n c e n t r a t i o n  a t  2 5 ° .
T h e  d a t a  s h o w  ( T a b l e s  1 a n d  2)  t h e  m e m b r a n e s  
r e s p o n d e d  t o  p o t a s s i u m  b u t  n o t  i n  c o m p l e t e  a g r e e m e n t  w i t h  
t h e  N e r n s t  e q u a t i o n .
T h e  N e r n s t  E q u a t i o n ;
RT [X+ ] i n
Em= k -   l n
ZF [X+ ] o u t
w h e r e ,  R = g a s  c o n s t a n t ,  8 . 3 1 4 3  J  °K- ^ m o l - ^
T = t e m p e r a t u r e  i n  °K
Z - i o n  v a l a n c e ,  +1 o r  +2 f o r
c a t i o n s  a n d  - 1  o r  - 2  f o r  a n i o n s
F = F a r a d a y ' s  c o n s t a n t ,  9 . 6 4 8 7 x 1 0 ^  C m o l - 1
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a t  2 5 ° C .  t h e  e q u a t i o n  r e d u c e s  t o :
[ * + l i n
Em = k - 0 . 0 5 9  l o g  ------
T h e  a c t u a l  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  e l e c t r o d e  c o n t a i n i n g  
PGE2- . t r a n s  d i a m i d e  a t  2 5 °  i s  l i s t e d  i n  T a b l e  3 .
TABLE 1
1  mg d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  m em brane  v s .  p o t a s s i u m  
1 0 - 4 - 1 0 - 1  M
S lo p e (m V )  T e m p e r a t u r e  (—C)
3 5 . 6 10
3 5 . 6 20
4 0 . 7 25
3 8 . 6 30
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TABLE 2
1 mg P G Eg-t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  
m em b ran e  v s .  p o t a s s i u m  1 0 - 4 - 1 0 - 1  M
S l o p e  (mV) T e m p e r a t u r e  (-2c)
3 5 . 5  10
3 5 . 9  20
4 0 . 6  25
3 7 . 0  30
TABLE 3
PGE2  e l e c t r o d e  v s .  K+ a t  2 5 ° .
E lmV)_ I K ± i o u t  i ^ l i n
1 4 . 2  l . O O x l O - 4  l . O O x l O - 2
4 5 . 2  l . O O x l O - 3  l . O O x l O - 2
8 7 . 7  l . O O x l O - 2  l . O O x l O - 2
1 3 2 . 5  l . O O x l O - 1  l . O O x l O - 2
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T h e  c a l c u l a t e d  s l o p e  f o r  t h i s  d a t a  i s  4 0 . 6  m V / t e n f o l d  
c h a n g e  i n  f K+] OUf  T^ e  s l o p e  i t s e l f  i s  n o t  i d e n t i c a l  t o  
t h e  t h e o r e t i c a l  v a l u e s  b e c a u s e  t h e  m e m b r a n e s  w e r e  n o t  
i d e a l  N e r n s t i a n  p o t a s s i u m  e l e c t r o d e s .
T h e  m e m b r a n e  c o n t a i n i n g  P G E g - t r a n s  d i a m i d e  o f  
d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  w a s  t e s t e d  f o r  r e s p o n s e  t o  
t r i s ( h y d r o x y m e t h y l )  a m i n o m e t h a n e ( T R I S ) , C a C l 2 , a n d  NH^Cl.
T h e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  
sh o w n  i n  f i g u r e ( 7 )  a n d  t a b l e s ( 4 - 6 ) .
TABLE A
1 mg PGE2  e l e c t r o d e  v s .  NH^Cl a t  25°
E (mV) l o g  [NHyj
3 1 . 5 - 4 . 0 0 0
3 7 . 6 - 3 . 0 0 0
4 2 . 9 - 2 . 0 0 0
5 3 . 5 - 1 . 0 0 0
S l o p e = 7 . 1






-4 .0 0 -3.00 - 2.00 - 1.00
log [Nln+J
F i g u r e  7 .  The  p o t e n t i o m e t r i c  r e s p o n s e  o f  a m embrane  
c o m p o se d  o f  1 mg PGEp- t r a n s  d i a m i d e  o f  
d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 ,  250 mg PVC a n d  0 . 2 5 0  ml 
d i b u t y l  s e b a c a t e  t o  K C l ( D ) ,  NH4 C 1 ( A ) ,  C a C l 2 (* 
a n d  t r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o m e t h a n e ( T R I S ) ( o ) . 
The  p o t e n t i a l  was p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g  o f  
t h e  e x t e r n a l  i o n  c o n c e n t r a t i o n  w h i c h  r a n g e d  
f r o m  1 0 ~ 4  t o  1 0 ~ t  M. The  i n t e r n a l  
c o n s i s t e d  o f  10 M KC1. The t e m p e r a t u r e  
was  2 5 ° C .  The s l o p e s  o f  t h e s e  r e s p o n s e s  a r e  
shown i n  t a b l e s  1 ,  4 ,  5 and  6 .
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TABLE 5
1 mg PGE2 e l e c t r o d e  v s .  CaCl2
E (mV) l o g  [C a
33 .9 - 4 . 0 0 0
3 4 . 8 - 3 . 0 0 0
4 0 .2 - 2 . 0 0 0
4 1 . 2 - 1 . 0 0 0
S l o p e = 2 . 7
TABLE 6
1 mg PGE2  e l e c t r o d e  v s .  TRIS
E (mV) 
- 12.6  
- 2 6 . 7  
- 1 . 4
7 . 5  
S l o p e = 6 . 3
l o g  [TRIS]  
- 4 . 0 0 0  
- 3 . 0 0 0  
- 2 .0 0 0  
- 1 .0 0 0
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F r o m  t h e s e  d a t a  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  m e m b r a n e  i s  m o r e  
s e l e c t i v e  f o r  p o t a s s i u m  t h a n  f o r  t h e  o t h e r  i o n s  t e s t e d .  The 
s l o p e  o f  t h e  p o t a s s s i u m  r e s p o n s e  i s  m u c h  g r e a t e r  t h a n  t h e  
s l o p e s  o f  t h e  r e s p o n s e s  t o  C a C l 2  a n d  T R I S .  T h e r e f o r e  C a C l 2  
a n d  T R IS  w i l l  n o t  c o n t r i b u t e  s i g i f i g a n t l y  t o  t h e  o v e r a l l  
m e m b r a n e  p o t e n t i a l  i f  u s e d  a l o n g  w i t h  p o t a s s i u m  i n  t h e  
b u f f e r .  And ammonium c h l o r i d e  i s  s u i t a b l e  f o r  t h e  u s e  a s  a  
f i l l i n g  s o l u t i o n  f o r  t h e  r e f e r e n c e  e l e c t r o d e .  T h e  
m a g n i t u d e  o f  t h e  p o t e n t i a l  f o r  1 0 “ ^ M NH^Cl i s  g r e a t e r  t h a n  
t h e  p o t e n t i a l  o f  1 0 “ ^ M p o t a s s i u m .  To f u r t h e r  s h o w  t h a t  
t h e  e l e c t r o d e  w a s  n o t  r e s p o n d i n g  t o  ammonium i o n s  i n  a n  
e f f o r t  t o  e x p l a i n  t h e s e  e l e v a t e d  p o t e n t i a l s  t h e  i d e n t i c a l  
e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  NH4 NO3  a n d  t h e  d a t a  s h o w n  i n  
t a b l e  (7) w e r e  c o l l e c t e d .
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TABLE 7
lmg PGE2 e l e c t r o d e  v s .  l o g  [NH4NO3]
E (mV) l o g  [NH/,—]
- 1 8 . 6 - 4 . 0 0 0
in.COI - 3 . 0 0 0
1 . 9 - 2 . 0 0 0
2 2 . 1 - 1 . 0 0 0
S l o p e = 1 3 . 3
T h e s e  d a t a  s h o w  t h a t  t h e  a m m o n i u m  n i t r a t e  s o l u t i o n  h a d
l o w e r  p o t e n t i a l  t h a n  t h e  ammonium c h l o r i d e  t h e r e f o r e ;  i t
i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  e l e v a t e d  p o t e n t i a l  i s  d u e  t o  t h e
p r e s e n c e  o f  c h l o r i d e  i o n s  i n  t h e  t e s t  s o l u t i o n s .
F r o m  t h e s e  p r e l i m i n a r y  i o n i c  s t u d i e s  a n  e x p e r i m e n t a l
b u f f e r  w a s  d e s i g n e d  w h i c h  c o n t a i n e d :  KCL ( 1 0 “ 3  M) ,
t r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o m e t h a n e  ( 1 0 ~ 3  M ) , a n d  C a C l 2  ( 5 . 2 x  
— o10 M ) , t h e  i o n i c  s t r e n g t h  a n d  pH o f  t h e  b u f f e r  w e r e  
m a i n t a i n e d  b y  t h i s  c o m b i n a t i o n  a t  0 . 1 5 4  M a n d  7 . 2  
r e s p e c t i v e l y .
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The e f f e c t  o f  pH on  t h e  e l e c t r o d e
To d e t e r m i n e  t h e  e l e c t r o d e s  r e s p o n s e  t o  h y d r o g e n  i o n s  
t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t  w as  p e r f o r m e d .  S a m p l e s  o f  b u f f e r  
w e r e  a d j u s t e d  w i t h  d i l u t e  HC1 o r  d i l u t e  NaOH t o  pHs  
r a n g i n g  f r o m  4 - 1 0 .  T h e  p o t e n t i a l  o f  t h e  m e m b r a n e  w a s  
r e c o r d e d  a f t e r  p l a c e m e n t  o f  t h e  e l e c t r o d e s  i n  t h e s e  
s o l u t i o n s ;  e a c h  s a m p l e  w a s  s t i r r e d  f o r  s e v e r a l  m i n u t e s  u n t i l  
a  s t a b l e  r e s p o n s e  w a s  a c h i e v e d .  T h e  d a t a  w a s  p l o t e d  a s  E 
(mV) v s .  p H .  T h e  s l o p e  o f  t h e  d a t a  p o i n t s  w a s
c a l c u l a t e d  b y  l i n e a r  r e g r e s s i o n .
T h e  r e s p o n s e  o f  t h e  e l e c t r o d e  t o  pH c h a n g e s  i s  
i l l u s t r a t e d  i n  f i g u r e  (8 ) .  T h e  e l e c t r o d e  w a s  t e s t e d  
f o r  pH r e s p o n s e  f r o m  pH 4 . 0 - 1 0 . 0  a n d  t h e  s l o p e  o f  t h i s  
r e s p o n s e  w a s  - 4 . 3  mV. The  c h a n g e  o f  p o t e n t i a l  w i t h  c h a n g e  
i n  pH w a s  g r e a t e s t  a t  l o w  pH.
E x p e r i m e n t s  p l a n n e d  l a t e r  i n  t h i s  p r o g r a m  i n c l u d e d  
a d d i n g  a n t i s e r a  t o  t h e  e x p e r i m e n t a l  b u f f e r .  T h e r e f o r e  i t  
w a s  n e c e s s a r y  t o  t e s t  t h e  e f f e c t  o f  s e r u m  p r o t e i n s  o n  pH,  
b e c a u s e  t h e  l a s t  s t u d y  s h o w e d  t h a t  t h e  pH h ad  a  s u b s t a n t i a l  
e f f e c t  o n  m e m b r a n e  p o t e n t i a l .  T h e  pH o f  a 4 m l  b u f f e r  
s a m p l e  a t  7 . 2  w a s  m o n i t o r e d  i n  r e s p o n s e  t o  a d d i n g
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4 0 .0 ..
30 .0 ..
20.0
3.00 4.60 6.20 7.80 11.09.40
pH of buffer
F i g u r e  8 . The  p o t e n t i o m e t r i c  r e s p o n s e  o f  a  m em brane  
c o n t a i n i n g  1 mg PGEg- t r a n s  d i a m i d e  
o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 ,  250 mg PVC a n d  0 . 2 5 0  ml 
d i b u t y l  s e b a c a t e  p l o t t e d  a g a i n s t  pH. The 
i n t e r n a l  c o n s i s t e d  o f  10 - 2  M KC1, t h e  
e x t e r n a l  s o l u t i o n  c o n s i s t e d  o f  1 0 ~ 3  M KC1,
10 “ 3  M TRIS a n d  5 . 2 x l 0 - 2  M C a C l2 .
The pH o f  t h e  e x t e r n a l  s o l u t i o n  was  v a r i e d  f r o m  
pH 4 t o  1 0 .  The  r e s p o n s e  was m e a s u r e d  a t  2 5 ° C .
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r e c o n s t i t u t e d  s e r a  ( 2 0 - 1 0 0  p i ) .  T h i s  d a t a  i s  s h o w n  i n  
f i g u r e  ( 9 ) .  T h e  pH o f  t h e  b u f f e r  w a s  7 . 2  a n d  a f t e r  
t h e  a d d i t i o n  o f  100 p i  o f  s e r u m  t h e  pH w a s  a b o u t  7 .6 .
T h e s e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  t h e  s e r u m  i n c r e a s e s  t h e  pH i n  
t h i s  r a n g e  b u t  t h i s  i n c r e a s e  r e s u l t s  i n  d e c r e a s e d  
p o t e n t i a l  r e s p o n s e  o f  t h e  e l e c t r o d e .  T h e  e f f e c t s  a r e  
e s s e n t i a l l y  o f f s e t t i n g ,  a n d  t h e r e f o r e  t h e  pH o f  t h e  b u f f e r  
i s  a b l e  t o  b e  m a i n t a i n e d  a d e q u a t e l y  b y  1 0 “ ^ M TRIS. I t  i s  
l i k e l y  t h a t  a  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  T R IS  w o u l d  h a v e  
m o r e  s t r i g e n t l y  m a i n t a i n e d  t h e  pH b u t  t h e  i n c r e a s e  m a y  
h a v e  e f f e c t e d  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  e l e c t r o d e ;  t h e r e f o r e  
t h e  TRIS c o n c e n t r a t i o n  w a s  h e l d  a t  1 0 “ ^ M.
The  e f f e c t  o f  A n t i - P G E g  a n t i b o d i e s  o n  t h e  e l e c t r o d e
T h e  e l e c t r o d e  w a s  t e s t e d  f o r  r e s p o n s e  t o  a n t i - P G E 2 -  
a n t i b o d y  s e r u m  a n d  n o n i m m u n e  s e r u m .  A n t i b o d i e s  w e r e  
r a i s e d  i n  New Z e a l a n d  w h i t e  r a b b i t s  a g a i n s t  b o v i n e  
t h y r o g l o b u l i n - P G E 2  c o n j u g a t e s  ( 1 6 ) .  T h e  s e r a  w e r e  
l y o p h i l i z e d  a n d  r e c o n s t i t u t e d  i n  b u f f e r .  T h e
c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  i n  t h e  s a m p l e s  o f  s e r u m  t e s t e d  
r a n g e d  f r o m  1 5 7 . 2 - 7 8 6 . 5  p g / m l  ( 1 7 ) .  T h e  e l e c t r o d e  p l a c e d
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T h e  pH r e s p o n s e s  o f  b u f f e r  (4 ml) c o m p o se d  o f  
1 0 - 3  M KC1, 1 0 ” 3  M T R IS ,  a n d  5 . 2 x l 0 - 2  M C a C l 2  
a t  pH 7 .2  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  r a b b i t  s e r u m  
l y o p h o l y s e d  a n d  r e c o n s t i t u t e d  i n  t h e  s a m e  
b u f f e r .  T h e  pH c h a n g e s  a r e  p l o t t e d  a g a i n s t  
t h e  v o l u m e  o f  r e s o n s t i t u t e d  s e r u m  a d d e d  
(2 0 - 1 0 0  p i ) ,  t h e s e  v o l u m e s  c o r r e l a t e  w i t h  
t h e  a m o u n t  o f  s e r u m  a d d e d  i n  l a t e r  e x p e r i m e n t s .
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i n  KC1 ( 1 0 _ 1  M) f o r  1 2  h o u r s  p r i o r  t o  t e s t i n g .  T h e
e l e c t r o d e  w a s  t h e n  r i n s e d  w i t h  b u f f e r  a n d  t h e n  p l a c e d  i n  4
ml o f  b u f f e r  a n d  a l l o w e d  t o  s t a b l i z e .  R e c o n s t i t u t e d  s e r u m  
i n  b u f f e r  w a s  a d d e d  i n  2 0  u l  a l i q u o t s  u n t i l  1 0 0  p i  h a d  b e e n
a d d e d .  A f t e r  e a c h  a d d i t i o n  t h e  s o l u t i o n  w a s  s t i r r e d  f o r
s e v e r a l  m i n u t e s  a n d  t h e  e l e c t r o d e  r e s p o n s e  w a s  r e c o r d e d  
a f t e r  s t a b l i z a t i o n .  T h i s  e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d  a t
1 0 ,  2 0 ,  25  a n d  3 0 ° C ,  a n d  t h e  s l o p e  o f  t h e  l i n e  t h a t  b e s t  
f i t  t h e  d a t a  w a s  c a l c u l a t e d .  T h e s e  d a t a  w e r e  p l o t t e d  a s  
c h a n g e  i n  E (mV) v s .  t o t a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .
F i g u r e  ( 1 0 )  s h o w s  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  m e m b r a n e  
p o t e n t i a l  a n d  s e r u m  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  a t  25°C.  The 
e l e c t r o d e  r e s p o n s e  t o  a n t i - P G E 2  a n t i b o d i e s  w a s  i n d i c a t e d  by 
a n  i n c r e a s e  i n  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  
a n t i s e r a  t o  b u f f e r .  S i m i l a r  s a m p l e s  o f  n o n - i m m u n e  r a b b i t  
s e r u m  w e r e  a d d e d  t o  b u f f e r  a n d  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  
e l e c t r o d e  t o  t h e s e  s a m p l e s  i s  s h o w n  i n  t h e  l o w e r  p l o t  o f  
f i g u r e  ( 1 0 ) .  T h e  a d d i t i o n  o f  n o n i m m u n e  s e r u m  d i d  n o t  
i n c r e a s e  m e m b r a n e  p o t e n t i a l .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  
i m m u n e  a n  n o n i m m u n e  r a b b i t  s e r a  c o n t a i n  e q u a l  a m o u n t s  o f  
p r o t e i n  a n d  i o n s .  T h e  o n l y  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  i s  
t h a t  im m une  s e r a  c o n t a i n  a n t i - P G E 2  a n t i b o d i e s .  T h e r e f o r e ,
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0.00 1.60 320 4.80 6.40 8.00
Protein (M 9/m l)xl00
F i g u r e  1 0 .  R e s p o n s e  o f  a  m em brane  c o m p o se d  o f  1 mg 
PGE^- t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - -  
c r o w n - 6 , 250 mg PVC a n d  0 . 2 5 0  ml d i b u t y l  
s e b a c a t e  t o  immune, " a n t i - P G E 2 " ( A ) ,  
an d  nonimmune ( • ) ,  s e r a .  The  m e a s u r m e n t s  
w e r e  made b y  a d d i n g  s e r a  r e c o n s t i t u t e d  i n  
b u f f e r ,  t o  4 ml o f  t h e  same b u f f e r  c o m p o se d  
o f  10 KC1, 1 0 “ 3  M TRIS a n d
5 . 2 x l 0 “ 2  M C a C l 2 « The m embrane  
p o t e n t i a l  was i n c r e a s e d  i n  a c o n c e n t r a t i o n  
d e p e n d e n t  m a n n o r  by  immune s e r u m .  The 
c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t i b o d y  i s  e x p r e s s e d  a s  
t o t a l  p r o t e i n .
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i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  e l e c t r o d e  r e s p o n s e  t o  im m une  s e r a  i s  
d u e  t o  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a n t i - P G E 2  a n t i b o d i e s  w i t h  t h e  
PGEg- t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  i n  t h e  m e m b r a n e .
A m e m b r a n e  c o m p o s e d  o f  1 mg d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 ,  250 mg 
PVC a n d  0 . 2 5 0  m l  d i b u t y l  s e b a c a t e  w a s  p r e p a r e d .  T h i s  
m e m b r a n e  w a s  t e s t e d  f o r  r e s p o n s e  t o  a n t i - P G E 2  a n t i s e r a  a n d  
n o n i m m u n e  s e r a  f o l l o w i n g  t h e  s a m e  p r o c e d u r e  u s e d  i n  t h e  
a b o v e  e x p e r i m e n t .  T h i s  e x p e r i m e n t  w a s  d e s i g n e d  t o  
d e m o n s t r a t e  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  PVC m e m b r a n e  c o n t a i n i n g  
PGEp-t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  t o  im m une  s e r a  w as  
d u e  t o  a  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  a n t i - P G E 2  a n t i b o d i e s  
w i t h  t h e  PGE2  c o n j u g a t e d  i o n o p h o r e .  T h e  e l e c t r o d e  d i d  n o t  
r e s p o n d  t o  e i t h e r  t y p e  o f  s e r a  a s  s h o w n  i n  f i g u r e  ( 1 1 ) .  
T h e  l a c k  o f  r e s p o n s e  o f  t h e  e l e c t r o d e  c o n t a i n i n g  
u n c o n j u g a t e d  i o n o p h o r e  t o  immune s e r a  f u r t h e r  d e m o n s t r a t e s  
t h a t  t h e  i o n o p h o r e ( d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 ) a n d  t h e  i m m u n o g e n  
(PGE2 ) t o g e t h e r  a r e  n e c e s s a r y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n t i - P G E 2  
a n t i b o d i e s .
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  t e s t s  p e r f o r m e d  a t  2 5 °  t h e  r e s p o n s e  
o f  t h e  e l e c t r o d e  t o  a n t i b o d y  w a s  a l s o  m e a s u r e d  a t  1 0 , 2 0 ,
a n d  3 0 °C .  T h i s  p r o v i d e d  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  r e l a t i o n s h i p  
o f  t e m p e r a t u r e  t o  a n t i b o d y  r e s p o n s e .  T h e  s l o p e  o f  t h e
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F i g u r e  1 1 .  R e s p o n s e  o f  a  m em brane  c o m p o s e d  o f  1 mg
d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 ,  250 mg PVC a n d  0 . 2 5 0  ml 
d i b u t y l  s e b a c a t e  t o  im m une ,  " a n t i - P G E 2 " (A) , 
a n d  n on im m une  ( • ) ,  s e r a .  The  m e a s u r m e n t s  w e r e  
m ade  b y  a d d i n g  s e r a  r e c o n s t i t u t e d  i n  b u f f e r ,  
t o  4 m i s  o f  t h e  sam e b u f f e r  c o m p o se d  o f  
1 0 “ 3  M KC1, 1 0 " 3  M T R IS ,  a n d  5 . 2 x l 0 - 2  M C a C l 2 . 
The  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  w a s  n o t  e f f e c t e d  
s i g n i f i g e n t l y  b y  e i t h e r  immune o r  non im m une  
s e r a .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  s e r a  i s  e x p r e s s e d  
a s  t o t a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .
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r e s p o n s e s  a t  t h e s e  t e m p e r a t u r e s  i s  s h o w n  i n  t a b l e  (8 ) ,  
t h e  l o g  o f  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  u s e d  t o  
d e t e r m i n e  t h e s e  d a t a .  As i n d i c a t e d  i n  f i g u r e  ( 1 2 )  t h e  
e l e c t r o d e  e x h i b i t e d  a  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n t  a n t i b o d y  
r e s p o n s e .  T h e  g r e a t e r  a n t i b o d y  r e s p o n s e  a t  h i g h e r  
t e m p e r a t u r e s  m a y  b e  d u e  t o  t h e  i n c r e a s e d  p o t a s s i u m  
s e l e c t i v i t y  o f  t h e  m e m b r a n e  a t  h i g h e r  t e m p e r a t u r e s ,  a l t h o u g h  
t h e  h i g h e s t  s l o p e  f o r  p o t a s s i u m  r e s p o n s e  was  a t  2 5 °  C. The  
t e m p e r a t u r e  o f  2 5 °  w a s  c h o s e n  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  
b e c a u s e  we f e l t  t h a t  t h e  r e s p o n s e  w a s  a d e q u a t e  a t  t h i s  
t e m p e r a t u r e .  I n  l a t e r  e x p e r i m e n t s  f r e e  PGE2  w a s  a d d e d  t o  
t h e  b u f f e r  a n d  i t  i s  m o r e  s t a b l e  2 5 ° C .  t h a n  a t  h i g h e r  
t e m p e r a t u r e s .
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F i g u r e  1 2 .  R e s p o n s e  o f  a  m em brane  com posed  o f  1 mg PGE2-  
t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 ,  250 mg 
PVC a n d  0 . 2 5 0  ml d i b u t y l  s e b a c a t e  t o  immune, 
" a n t i - P G E 2 " s e r a  a t  10 ( o ) , 20 ( • ) ,  25 (A) , 
a n d  30 (□) ° C .  The  m e a s u r m e n t s  w e r e  made by  
a d d i n g  s e r a  r e c o n s t i t u t e d  i n  b u f f e r ,  t o  4 m i s  
o f  t h e  s am e  b u f f e r  com posed  o f  10 “ 3  M KC1, 
1 0 “ 3  M TRIS a n d  5 . 2 x l 0 “ 2  M C a C l 2  a t  
pH 7 . 2 .  A t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n t  i n c r e a s e  i n  
a n t i b o d y  r e s p o n s e  i s  i n d i c a t e d ,  t h e  s l o p e s  o f  
t h e  r e s p o n s e s  i s  shown i n  t a b l e  8 .
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TABLE 8
S l o p e  o f  a n t i b o d y  r e s p o n s e s  a t  1 0 , 2 0 , 2 5  a n d  3 0 °  C .
S l o p e  T e m p e r a t u r e  (— C)
6 . 6 3 1 0
1 0 . 6 2 2 0
1 1 . 2 9 25
1 1 . 8 2 30
R e s p o n s e  t i m e
T h e  a n t i b o d y  e f f e c t  w a s  f u l l y  r e v e r s i b l e .  The  m e m b r a n e  
p o t e n t i a l  i n c r e a s e  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  i m m u n e  s e r a  t o
b u f f e r  w a s  r e v e r s e d  w hen  t h e  e l e c t r o d e  w a s  p l a c e  i n  b u f f e r
c o n t a i n i n g  no  s e r a .  The t i m e  r e q u i r e d  t o  r e a c h  6 6 % m a x i m a l
r e s p o n s e ,  " o n  t i m e " ,  o f  a n  a l i q u o t  c o n t a i n i n g  a
c o n c e n t r a t i o n  o f  immune s e r u m  t h a t  a p p e a r e d  o n  t h e  l i n e a r  
p o r t i o n  o f  t h e  a n t i b o d y  r e s p o n s e  c u r v e  ( 4 7 1 . 4  u g / m l )  w a s  
r e c o r d e d  o n  c h a r t  p a p e r .  T h e  w a s h  o u t ,  " o f f  t i m e " ,  o r  t h e  
t i m e  r e q u i r e d  f o r  t h e  p o t e n t i a l  t o  d e c r e a s e  6 6 % a f t e r  t h e  
a n i t b o d y  s a m p l e  w a s  r e m o v e d  and  i t  w as  r e p l a c e d  w i t h  b u f f e r
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o n l y ,  w a s  a l s o  q u a n t i t a t e d  u s i n g  t h e  s a m e  i n s t r u m e n t a t i o n .  
An e x a m p l e  o f  t h e s e  d a t a  a r e  s h o w n  i n  f i g u r e  ( 1 3 ) .  T h e  
a v e r a g e  o n  a n d  o f f  t i m e s  w e r e  f o u n d  t o  be  7 . 2 + 0 . 3  m i n u t e s  
a n d  3 . 6 + 0 . 2  m i n u t e s  r e s p e c t i v e l y .  T a b l e  (9) s h o w s  t h e  
d a t a  f r o m  w h i c h  t h e  a v e r a g e  r e s p o n s e  t i m e s  w e r e  c a l c u l a t e d .
TABLE 9
E l e c t r o d e  r e s p o n s e  t i m e  ( m i n u t e s )
T r i a l o n  t i m e o f f  t i m e
1 7 . 0 3 . 7
2 7 . 3 3 . 7
3 7 . 0 3 . 3
4 7 . 6 3 . 3
5 7 . 0 3 . 7
mean 7 . 2 + 0 . 3 3 . 6 + 0 . 2
T h e  f a c t  t h a t  t h e  " o f f  t i m e "  i s  m u c h  l e s s  t h a t  t h e  
" o n  t i m e "  f o l l o w s  s i n c e  t h e  " o n  t i m e "  r e q u i r e s  a s p e c i f i c  
i n t e r a c t i o n  o f  t w o  m o l e c u l e s .  I n  c o n t r a s t  t h e  
d i s a s s o c i a t i o n  i s  a  m o r e  f a v o r a b l e  e v e n t  t h e r m o d y n a m i c a l l y .  
T h e  r e v e r s i b i l i t y  o f  t h e  a n t i b o d y  e f f e c t  i s  n e c e s s a r y  i n
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F i g u r e  1 3 .  The  r e s p o n s e  t i m e  o f  a  m em brane  c o m p o se d  o f  
1 mg P G E o - t r a n s  d i a m i d e  o f  d i b e n z o -  
1 8 - c r o w n - 6 ,  250  mg PVC a n d  0 . 2 5 0  ml d i b u t y l  
s e b a c a t e  t o  a  4 ml s a m p l e  o f  b u f f e r  c o m p o se d  
o f  10 M KC1, 1 0 " 3  M T R IS ,  a n d  5 . 2 x l 0 ” z M 
C aC lo  c o n t a i n i n g  immune s e r a ,  " a n t i - P G E 2 " 
4 7 1 . ^  u g / m l  m e a s u r e d  a s  t o t a l  p r o t e i n  c o n c e n ­
t r a t i o n .  The " o n  t i m e "  was  c a l c u l a t e d  a s  t h e  
t i m e  t o  6 6 % t o t a l  p o t e n t i a l  r e s p o n s e  a n d  t h e  
" o f f  t i m e "  c a l c u l a t e d  a s  a  6 6 % d e c r e a s e  f r o m  
t o t a l  r e s p o n s e .  T h i s  d a t a  i l l u s t r a t e s  t h e  
r e v e r s i b i l i t y  o f  t h e  a n t i b o d y  r e s p o n s e .  The 
r e s p o n s e  t i m e  d a t a  i s  s u m m e r i z e d  i n  t a b l e  9 .
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o r d e r  t o  p e r fo r m  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  t h i s  s y s t e m .
PGEg C h a l l e n g e
Th e  p r e c e d i n g  e x p e r i m e n t s  h a v e  i l l u s t r a t e d  t h e  a b i l i t y  
o f  t h e  PGEg a n t i b o d y  e l e c t r o d e  t o  r e s p o n d  t o  s p e c i f i c  
a n t i b o d i e s  r a i s e d  t o  PGEg.  T h e  a n t i b o d y  e f f e c t  o n  t h e  
m e m b r a n e  i n  t h e  e l e c t r o d e  i s  f u l l y  r e v e r s i b l e  a s  
d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  r e s p o n s e  t i m e  s t u d i e s .  The  a b i l i t y  o f  
t h e  s y s t e m  t o  m e a s u r e  a n t i b o d y  c a n  b e  u s e d  i n  c o m p e t i t i v e  
p r o t e i n  b i n d i n g  a s s a y  t o  m e a s u r e  PGEg c o n c e n t r a t i o n .  I n  
c o m p e t i t i v e  p r o t e i n  b i n d i n g  a s s a y s  a s p e c i f i c  
p r o t e i n ( a n t i b o d y )  i s  u s e d  w h i c h  i s  a b l e  t o  b i n d  a s p e c i f i c  
m o l e c u l e .  R IA  i s  a  c o m p e t i t i v e  p r o t e i n  b i n d i n g  a s s a y .  
U s i n g  l a b e l l e d  c o m p o u n d  a n d  s p e c i f i c  b i n d i n g  p r o t e i n  
u n l a b e l l e d  c o m p o u n d  c a n  b e  m e a s u r e d .  T h i s  i s  p o s s i b l e  
b e c a u s e  i d e a l l y  t h e  l a b e l l e d  a n d  u n l a b e l l e d  com pound  h a v e  
e q u a l  a n d  h i g h  a f f i n i t y  f o r  t h e  b i n d i n g  p r o t e i n .  T h e r e f o r e  
a c a l i b r a t i o n  c u r v e  c a n  b e  g e n e r a t e d  b y  a d d i n g  v a r i o u s  
d i l u t i o n s  o f  u n l a b e l l e d  c o m p o u n d  t o  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  
c o n s t a n t  a m o u n t s  o f  b i n d i n g  p r o t e i n  a n d  l a b e l l e d  c o m p o u n d .  
The  h i g h e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n l a b e l l e d  com pound  t h e  l e s s
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b o u n d  l a b e l l e d  com pound  a t  e q u i l i b r i u m .  U s i n g  t h i s  c o n c e p t  
a  c o m p e t i t i v e  p r o t e i n  b i n d i n g  a s s a y  f o r  PGE2  w a s  d e v e l o p e d  
u s i n g  t h e  a n t i b o d y  s e l e c t i v e  e l e c t r o d e ( w h i c h  r e s p o n d s  t o  
a n t i - P G E 2  a n t i b o d i e s ) .  I n  t h i s  s y s t e m  q u a n t i t a t i v e  
d e t e r m i n a t i o n s  a r e  o b t a i n e d  b y  t h e  p o t e n t i o m e t r i c  m e a s u r m e n t  
o f  u n b o u n d  a n t i b o d y  r a t h e r  t h a n  r a d i o m e t r i c  m e a s u r m e n t  o f  
b o u n d  l a b e l l e d  a n t i g e n .  A n t i - P G E 2  a n t i b o d i e s  a f f e c t  
m e m b r a n e  bo u n d  PGE2  t o  p r o d u c e  t h e  r e s p o n s e  d e t e c t a b l e  b y  
t h e  e l e c t r o d e .  The  b i n d i n g  o f  a n t i - P G E 2  a n t i b o d i e s  w i t h  
" f r e e "  PGE2  r e d u c e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n b o u n d  a n t i b o d y  
a n d  t h e r e f o r e  r e d u c e s  t h e  a n t i b o d y  r e s p o n s e  i n  a m a n n e r  
d e p e n d e n t  on  " f r e e "  PGE2  c o n c e n t r a t i o n .
T h i s  c o n c e p t  w as  t e s t e d  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t .  
A s o l u t i o n  o f  b u f f e r  c o n t a i n i n g  a n  a v e r a g e  a n t i - P G E 2-  
a n t i s e r a  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 7 1 .4  u g / m l  w a s  s e p a r a t e d  i n t o  
4 ml s a m p l e s  w h i c h  w e r e  p l a c e d  i n  p o l y p r o p y l e n e  t e s t  t u b e s .  
PGE2  ( 0 - 3 0 0  n g / m l )  w a s  a d d e d  t o  t h e s e  s a m p l e s  w h i c h  w e r e  
i n c u b a t e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  
e l e c t r o d e  w as  p l a c e d  i n  a n t i b o d y  s o l u t i o n ,  c o n t a i n i n g  no 
PGE2 , a n d  t h e  r e s p o n s e  r e c o r d e d .  T h e  r e s p o n s e  o f  t h e  
e l e c t r o d e  t o  t h i s  s a m p l e  o f  a n t i b o d y  w a s  t e r m e d  t h e  maximum 
v o l t a g e  r e s p o n s e  (VQ) .  T h e  e l e c t r o d e  w a s  t h e n  r i n s e d
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w i t h  b u f f e r  a n d  i m m e r s e d  i n  a n t i b o d y  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  
v a r i o u s  PGE2  c o n c e n t r a t i o n s .  A f t e r  s t a b i l i z a t i o n  t h e  
e l e c t r o d e  p o t e n t i a l  i n  e a c h  s o l u t i o n  w a s  r e c o r d e d .  
T h e s e  d a t a  w e r e  p l o t t e d  a s  %VQ v s .  [PGE2 ] .
T h e  r e s u l t  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  w a s  a P G E 2  
c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n t  d e c l i n e  i n  a n t i b o d y  r e s p o n s e .  
I n c r e a s i n g  P G E 2  c o n c e n t r a t i o n  d e c r e a s e d  t h e  a n t i b o d y  
r e s p o n s e .  T h e  a d d i t i o n  o f  300  n g / m l  PGE2  t o  a n  a l i q u o t  
o f  a n t i b o d y  b u f f e r  s o l u t i o n  c o m p l e t e l y  n e u t r a l i z e d  t h e  
e f f e c t  o f  t h e  a n t i b o d y  o n  t h e  e l e c t r o d e .  From  t h e s e  
d a t a  s t a n d a r d  c u r v e s  w e r e  g e n e r a t e d  o v e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
r a n g e  o f  1 - 1 0 0 0  nM PGE2 . A t y p i c a l  a s s a y  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  
(14)  .
A s s a y  S p e c i f i c i t y
E x p e r i m e n t s  t o  d e t e r m i n e  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  PGE2  
c o m p e t i t v e  p r o t e i n  b i n d i n g  a s s a y  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  
a b o v e  p r o c e d u r e  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  r e p l a c e m e n t  o f  PGE2  
w i t h  PGD2  o r  p g f 2«*
PGD2  a n d  PGF2s a r e  b o t h  v e r y  s i m i l a r  i n  s t r u c t u r e  t o  
PGE2  ( f i g u r e  1 5 ) .  The  r e s u l t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  s h o w e d  t h a t
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F i g u r e  1 4 .  S t a n d a r d  c u r v e  f o r  e l e c t r o i m m u n o a s s a y .  A 
c o n c e n t r a t i o n  f r o m  t h e  l i n e a r  p o r t i o n  o f  
f i g u r e  10 w a s  s e l e c t e d  ( 4 7 1 . 4  u g / m l ) . S a m p l e s  
(4 ml)  o f  b u f f e r  c o n t a i n i n g  a n t i b o d y  w e r e  
c h a l l e n g e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  PGE, ( 0 - 3 0 0  
n g / m l ) . The  v o l t a g e  r e s p o n s e  a t  t h i s  a n t i b o d y  
c o n c e n t r a t i o n  (VQ) w as  d e c r e a s e d  a s  a 
f u n c t i o n  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s o l u t i o n -  
p h a s e  PGE2 .
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F i g u r e  1 5 .  T he  s t r u c t u r e s  o f  PGE2 , PGF2 a , and  PGD2 .
62
Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
t h e  a s s a y  w a s  s p e c i f i c  f o r  PGE2 . The  s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t y  
o f  t h e s e  c o m p o u n d s  t o  P G E 2  m a d e  t h e s e  t h e  m o s t  
c h a l l e n g i n g  t e s t s  o f  t h e  a s s a y  s y s t e m .  The  p l o t s  o f  t h e  
a s s a y s  u s i n g  t h e s e  c o m p o u n d s  a r e  s h o w n  i n  f i g u r e (1 6 ) .  
PGD2  d e c r e a s e d  t h e  a n t i b o d y  r e s p o n s e  o n l y  s l i g h t l y  
a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  s t r u c t u r e  o f  PGD2  a n d  
PGE2  a r e  v e r y  s i m i l a r ,  t h e  o n l y  d i f f e r e n c e  b e i n g  t h e  
p o s i t i o n s  o f  t h e  c a r b o n y l  a n d  h y d r o x y l  g r o u p s  o n  t h e  
c y c l o p e n t a n e  r i n g  a r e  r e v e r s e d .  pGF2 a n o t  d e c r e a s e  t h e  
a n t i b o d y  r e s p o n s e .  T h i s  c o m p o u n d  i s  a l s o  v e r y  c l o s e  i n  
s t r u c t u r e  t o  PGE2 . T h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  i s  t h e  
s u b s t i t u t i o n  o f  a  h y d r o x y l  g r o u p  f o r  t h e  c a r b o n y l  o n  t h e  
c y c l o p e n t a n e  r i n g  i n  PGE2 . T h i s  a g a i n  d e m o n s t r a t e s  t h e  h i g h  
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  a n t i b o d y  f o r  PGE2.
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F i g u r e  16 .  The  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  PGEo ( • )  e l e c t r o -
i m m u n o a s s a y  i s  i l l u s t r a t e d  Dy t h e  e f f e c t  o f  t h e  
s u b s t i t u t i o n  o f  PGF2 a  (A) » a n d  PGD2  (□) 
f o r  PGE2  i n  t h e  a s s a y .
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C o n c l u s i o n s
T h i s  s t u d y  h a s  e n c o m p a s s e d  s e v e r a l  d i f f e r e n t  f i e l d s  
a n d  h a s  b r o u g h t  t h e m  t o g e t h e r  t o  d e v e l o p  a new a n a l y t i c a l  
s y s t e m .  T h e s e  f i e l d s  i n c l u d e  s y n t h e t i c  o r g a n i c  
c h e m i s t r y ,  a n a l y t i c a l  c h e m i s t r y ,  i m m u n o l o g y ,  
b i o c h e m i s t r y ,  a n d  p h y s i o l o g y .  To d e v e l o p  t h i s  s y s t e m  
t h e  d e s i g n  a n d  s y n t h e s i s  o f  a  c o n j u g a t e d  i o n o p h o r e  w h i c h  
w o u l d  b e  a f f e c t e d  b y  a n t i - P G E 2  a n t i b o d i e s  w a s  i n i t i a t e d  
a f t e r  e x a m i n a t i o n  o f  a  s i m i l a r  s y s t e m  d e v e l o p e d  b y  
S o l s k y .  T h e  c o n j u g a t e d  i o n o p h o r e  h e  d e v e l o p e d  w a s  
s e n s i t i v e  t o  a n t i - d i n i t r o p h e n o l  a n t i b o d i e s .  The s t r u c t u r e  
o f  t h i s  c o m p o u n d  i n c l u d e d  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6  a n d  
d i n i t r o p h e n o l ( D N P )  c o v a l e n t l y  c o u p l e d .  T h e  PGE2  s e n s i t i v e  
c o n j u g a t e d  i o n o p h o r e  w a s  c o m p o s e d  o f  PGE2  m o l e c u l e s  c o u p l e d  
t o  d i b e n z o - 1 8 - c r o w n - 6 .  T h i s  c o n j u g a t e  w a s  d i s s o l v e d  i n  a 
PVC a n d  c a s t ,  f o r m i n g  a  m e m b r a n e .  T h i s  m e m b r a n e  w a s  t h e n  
p l a c e d  i n t o  a n  e l e c t r o d e  b o d y  s o  i t s  p r o p o r t i e s  c o u l d  b e  
e x p l o r e d .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  t e s t i n g  a r e  d e s c r i b e d  i n  
d e t a i l  i n  t h e  a b o v e  p a g e s ,  b r i e f l y  t h e  e l e c t r o d e  i s  
e s s e n t u a l l y  a  p o t a s s i u m  s e l e c t i v e  e l e c t r o d e  a n d  t h i s  
s e l e c t i v i t y  i s  e n h a n c e d  b y  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a n t i -
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PGE2  a n t i b o d i e s  w i t h  t h e  m e m b r a n e .  T he  e l e c t r o d e  i s  n o t  a 
N e r n s t i a n  p o t a s s i u m  e l e c t r o d e .  T h i s  c o u l d  b e  a n  i m p o r t a n t  
c h a r a c t e r i s t i c  b e c a u s e  t h e  a n t i b o d y  m a y  b e  i m p r o v i n g  t h e  
p o t a s s i u m  s e l e c t i v i t y  w h i c h  i s  a  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  o £  
a n t i b o d y  s e l e c t i v i t y .
A p o l y v i n y l  c h l o r i d e  m e m b r a n e  w h i c h  s h o w e d  
N e r n s t i a n  r e s p o n s e  w as  d e s c r i b e d  by  N. L a k s h m i n a r a y a n a i a h  
( 1 8 ) .  T h i s  m e m b r a n e  w a s  c o m p o s e d  o f  p o l y v i n y l  c h l o r i d e ,  
d i p h e n y l  e t h e r ,  d i b u t y l  s e b a c a t e  a n d  v a l i n o m y c i n .  T h i s  
e l e c t r o d e  r e s p o n d s  t o  p o t a s s i u m  w i t h  a n  a v e r a g e  s l o p e  o f  
59 .0  mV. The  u s e  o f  v a l i n o m y c i n  a s  t h e  i o n o p h o r e  f o r  t h e  
a n t i b o d y  s e l e c t i v e  e l e c t r o d e  w as  n o t  p u r s u e d  b e c a u s e  t h e  
s t r u c t u r e  o f  t h i s  c o m p o u n d  w o u l d  m a k e  a t t a c h m e n t  o f  
PGE2  t o  a  s i t e  o u t s i d e  t h e  h e t e r o c y c l i c  r i n g  d i f f i c u l t .  
T h e  q u e s t i o n  r a i s e d  a b o u t  t h i s  e l e c t r o d e  i s  w h e t h e r  a  
PGE2 - v a l i n o m y c i n  c o n j u g a t e  w o u l d  r e s p o n d  t o  a n t i - P G E 2  
a n t i b o d i e s  i f  i t  w a s  s y n t h e s i z e d  a n d  p l a c e d  i n  a  PVC 
m e m b r a n e  a l o n g  w i t h  t h e  c o m p o n e n t s  d e s c r i b e d .  F r o m  t h e  
i n f o r m a t i o n  g a t h e r e d  i n  t h e  s t u d y  o f  t h e  PGE2  a n t i b o d y  
s e n s i t i v e  e l e c t r o d e ,  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  v a l i n o m y c i n  
c o n j u g a t e  e l e c t r o d e  w o u l d  n o t  b e  a g o o d  a n t i b o d y  
e l e c t r o d e .  I t  i s  N e r n s t i a n  t o  b e g i n  w i t h  and  t h e r e f o r e  t h e
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a n t i b o d y  c o u l d  n o t  i m p r o v e  o n  t h i s  u n l e s s  a  s u p e r -  
N e r n s t i a n  r e s p o n s e  w a s  a c h i e v e d  i n  t h e  p r e s e n s e  o f  a n t i b o d y ,  
o r  u n l e s s  t h e  a n t i b o d y  c o u l d  d e c r e a s e  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  
t h i s  e l e c t r o d e .
T h e r e  a r e  s e v e r a l  p o s s i b l e  m e c h a n i s m s  f o r  t h e  a n t i b o d y  
s e l e c t i v i t y  o f  t h e  m e m b r a n e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  T h e  f i r s t  
i s  t h a t  a n t i b o d y  m ay  e n h a n c e  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  m e m b ra n e  
f o r  p o t a s s i u m .  T h i s  m e c h a n i s m  w as  s u g g e s t e d  by  S o l s k y  ( 1 3 ) ,  
a s  a n  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  D N P - a n t i b o d y  
s e l e c t i v e  e l e c t r o d e .  T h e s e  e a r l y  e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  t h e  i o n  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  m e m b r a n e  w a s  a f f e c t e d  b y  t h e  
p r e s e n s e  o f  a n t i b o d y .  A s h i f t  i n  s e l e c t i v i t y  c o u l d  e x p l a i n  
t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  e l e c t r o d e  t o  a n t i b o d y .  T h e  e n h a n c e d  
p o t a s s i u m  s e l e c t i v i t y  m a y  e x p l a i n  t h e  i n c r e a s e d  m e m b r a n e  
p o t e n t i a l  w h i c h  a r i s e s  w hen  a n t i b o d y  i s  a d d e d  t o  b u f f e r .
A n o t h e r  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  f o r  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  
a n t i b o d y  e l e c t r o d e  i s  t h a t  t h e  a n t i b o d y  c a u s e s  t h e  m o v e m e n t  
o f  t h e  i o n o p h o r e s  t o  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  m e m b r a n e  t h e r e b y  
i n c r e a s i n g  t h e  n u m b e r  o f  p o t a s s i u m  b i n d i n g  s i t e s  a t  t h e  
s u r f a c e .  T h i s  p r o p o s e d  m e c h a n i s m  i s  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  
m o b i l i t y  o f  t h e  i o n o p h o r e  i n  t h e  m e m b r a n e .  The m o v e m e n t  o f  
t h e  i o n o p h o r e  a l t h o u g h  l i m i t e d  i s  l i k e l y  b e c a u s e  i n  o t h e r
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i o n  s e l e c t i v e  PVC m e m b r a n e s  t h e  s e l e c t i v i t y  i s  h i g h l y  
d e p e n d e n t  on  t h e  t y p e  o f  p l a s t i c i z e r  u s e d  w h i c h  i n f l u e n c e s  
t h e  f l u i d i t y  o f  t h e  m e m b r a n e .
T h e  b i n d i n g  o f  a n t i b o d y  t o  t h e  i o n o p h o r e  m a y  i n d u c e  
c h a n g e s  i n  t h e  i o n o p h o r e  w h i c h  i n c r e a s e  t h e  b i n d i n g  o f  
p o t a s s i u m .  T h e s e  p o s s i b l e  c h a n g e s  i n c l u d e :  i )  b i n d i n g  o f
a n t i b o d y  c o u l d  c o n c e i v a b l y  c a u s e  a c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  
t h e  i o n o p h o r e ,  i i )  a n t i b o d y  b i n d i n g  may  i n c r e a s e  t h e  
e l e c t r o n  d e n s i t y  i n  t h e  h e t e r o c y c l i c  r i n g  o f  t h e  i o n o p h o r e ,  
i i i )  t h e  m o l e c u l a r  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  i o n o p h o r e  may c h a n g e  
d u r i n g  a n t i b o d y  b i n d i n g  ( t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  i o n o p h o r e  i n  
t h e  PVC m e m b r a n e  may e x i s t  i n  s u c h  a  w ay  t h a t  t h e  r e a t i v e l y  
p o l a r  PGE2  m o l e c u l e s  a t t r a c t e d  b y  p o l a r  i n t e r a c t i o n  may  
b l o c k  t h e  h e t e r o c y c l i c  r i n g  o f  t h e  i o n o p h o r e .  A n t i b o d y  
b i n d i n g  may c a u s e  t h e  PGE2  m o l e c u l e s  t o  b e  p u l l e d  a w a y  f r o m  
t h e  h e t e r o c y c l i c  r i n g . ) .
The  a n t i b o d y  a l s o  c o u l d  " c a r r y "  p o t a s s i u m  i o n s  t o  t h e  
m e m b r a n e  s o l u t i o n  i n t e r f a c e  c a u s i n g  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  
a c t u a l  p o t a s s i u m  g r a d i e n t  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e .  T h e  
a n t i b o d y ,  l i k e  o t h e r  s e r u m  p r o t e i n s  a t  pH 7 . 2  i s  a n  a c i d  
w h i c h  c a n  b i n d  p o t a s s i u m  i o n s ( 1 9 ) .  T h e  a n t i b o d y  i s  
a t t r a c t e d  t o  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  m e m b r a n e  b e c a u s e  o f  t h e
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p r e s e n c e  o f  PGE2  m o l e c u l e s  i n  t h e  m e m b r a n e .  I f  t h e  a n t i b o d y  
i s  b i n d i n g  p o t a s s i u m  i o n s  a n d  t r a n s p o r t i n g  t h e m  t o  t h e  
s u r f a c e  o f  t h e  m e m b r a n e  t h i s  w o u l d  c a u s e  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  
p o t a s s i u m  c o n c e n t r a t i o n  a t  t h e  m e m b ra n e  s u r f a c e  w h i c h  w o u ld  
a l s o  e x p l a i n  t h e  i n c r e a s e d  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  a n t i b o d y .
T h e  PGE2  e l e c t r o i m m u n o a s s a y  w a s  p o s s i b l e  b e c a u s e  t h e  
b i n d i n g  o f  a n t i b o d y  b y  s o l u t i o n - p h a s e  PGE2  c a u s e s  a 
d e c r e a s e  i n  f r e e  a n t i b o d y  c o n c e n t r a t i o n .  T h i s  r e d u c e s  
t h e  e l e c t r o d e  r e s p o n s e ,  i n  a m a n n e r  d e p e n d e n t  o n  
PGE 2  c o n c e n t r a t i o n .  T h i s  s y s t e m  f o r  P G E 2
q u a n t i t a t i o n  h a s  t h e  p o s s i b i l t y  o f  a p p l i c a t i o n  t o  
m o n i t o r i n g  c h a n g e s  i n  p G E 2  c o n c e n t r a t i o n  i n  
i n t e r c e l l u l a r  f l u i d s ,  i n t r a c e l l u l a r  l e v e l s ,  o r  on  l i n e  
m e a s u r e m e n t  i f  t h e  s y s t e m  c o u l d  b e  a u t o m a t e d .  T h i s  
s y s t e m  a l s o  p r o v i d e s  a  m o d e l  f o r  o t h e r  s u c h  a s s a y s  w h i c h  
c o u l d  b e  d e v e l o p e d  f o r  a  m u l t i t u d e  o f  a n t i g e n - a n t i b o d y  
s y s t e m s .
O t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  o f  t h i s  s y s t e m  w i t h  r e g a r d  t o  i t s  
f u n c t i o n  a n d  f u t u r e  p o s s i b i l i t i e s  s h o u l d  i n c l u d e  t h e  
f o l l o w i n g :  i )  a n  e x p e r i m e n t  d e s i g n e d  t o  d e t e r m i n e  i f
p o t a s s i u m  i s  b e i n g  t r a n s p o r t e d  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e  w h i c h
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w o u l d  make e x p l a n a t i o n s  a b o u t  t h e  m e c h a n i s m  o f  a n t i b o d y  
s e l e c t i v i t y  p o s s i b l e ,  i i )  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  m e m b r a n e  
a n t i g e n i c  i o n o p h o r e  c o n j u g a t e  c o n c e n t r a t i o n  o n  a n t i b o d y  
r e s p o n s e  a n d  r a n g e  o f  t h e  PGE 2  a s s a y ,  i i i )  t h e  e f f e c t  o f  
v a r y i n g  a n t i b o d y  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  PGE2  a s s a y ,  i v )  i f  
t h e  a n t i b o d y  i s  i m m o b o l i z e d  i n  a  s e p a r a t e  c h a m b e r  a d j a c e n t  
t o  t h e  PVC m e m b r a n e ,  c o u l d  PGE2  c o n c e n t r a t i o n  b e  m e a s u r e  
d i r e c t l y  w i t h  t h i s  p r o b e ,  v) t h e  p o s s i b i l i t y  o f  r e v e r s i n g  
t h e  s y s t e m ,  p l a c i n g  a n t i b o d y  b o u n d  t o  i o n o p h o r e  i n  t h e  
m e m b r a n e ,  t h e r e b y  e n a b l i n g  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  PGE2  
d i r e c t l y .
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